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1 Einleitung

1.1 Das Fragile X Syndrom

Das Fragile X Syndrom wurde erstmals 1943 von Martin und Bell beschrieben
(Martin and Bell, 1943). Es ist eine der haufigsten genetischen Ursachen fur eine
intellektuelle Beeintrachtigung. Die Pravalenz variiert in verschiedenen Studien
und liegt bei ca. 1:7143 Mannern und bei ca. 1:11111 Frauen bezogen auf die
Allgemeinbevdlkerung (Hunter et al., 2014). Der Name ruhrt von der Beobachtung
her, dass sich bei betroffenen Individuen in der zytogenetischen Untersuchung ein
atypisch kondensiertes X-Chromosom zeigt. Die distalen langen Enden des X-
Chromosoms weisen eine fragil erscheinende Region auf (Lubs, 1969). Diese
Beobachtung lasst sich in folatfreiem Zellkulturmedium machen, da es unter
diesen Bedingungen zu einer unvollstandigen Kondensation des Chromosoms
wahrend der Metaphase (der Mitose) kommt (Sutherland, 1977). Die betroffene
Region umfasst die Bande Xq27.3 (Harrison et al., 1983) und beinhaltet das Gen
FMR1 (fragile X linked mental retardation type 1) (Verkerk et al., 1991). FMR1 ist
ein 38 kb grolRes Gen, das aus 17 Exons besteht und ein 4,4 kb gro3es Transkript
kodiert (Eichler et al., 1993). Im Exon 1 befindet sich vor dem kodierenden Bereich
eine repetitive Region aus sich wiederholenden CGG-Trinukleotid-Elementen. Bei
Gesunden wumfasst diese Sequenz 6 bis 54 Triplettwiederholungen.
Wiederholungen von 52 bis 200 CGG-Tripletts werden als Pramutation
bezeichnet. Diese Pramutationen konnten bei phanotypisch gesunden Mannern
und weiblichen Tragerinnen aus Familien, die vom Fragilen X Syndrom betroffen
sind, gefunden werden. Bei Vollmutationen mit Expansionen von Uber 200
Tripletts kommt es zur Auspragung des Fragilen X Syndroms (Fu et al., 1991).
Das Fragile X Syndrom gehort somit in die Gruppe der
Trinukleotidexpansionserkrankungen, zu denen auch die Chorea Huntington,
verschiedene spinozerebelare Ataxien und die Myotone Dystrophie zahlen. Die
Triplettexpansion fuhrt zu einer Methylierung der Cytosinreste in der repetitiven
Region und angrenzenden DNA-Abschnitten einschlieBlich der Promotorregion.
Die Methylierung inhibiert die Bindung spezifischer Transkriptionsfaktoren und es
kommt zu einer Inaktivierung des Gens (Pieretti et al., 1991, Sutcliffe et al., 1992,

Schwemmle et al., 1997). Das Genprodukt FMRP (fragile X mental retardation



protein) wird folglich nicht mehr gebildet (Sutcliffe et al., 1992) und steht den
betroffenen Zellen nicht zur Verfugung.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Exon 1 und flankierender Bereiche des FMR1-
Gens.

Im Exon 1 (Rechteck) vor dem kodierenden Bereich (grau) befinden sich Wiederholungen des
CGG-Tripletts (rot). Abhangig von der Anzahl der Wiederholungen werden drei verschiedene Allel-
Kategorien unterschieden (normales Allel, pramutiertes Allel und volimutiertes Allel). In der
Normalpopulation und bei Tragern der Pramutation ist das Gen nicht methyliert und die
Transkription kann erfolgen (Pfeil). Ein volimutiertes Allel fihrt zu einer Methylierung der CpG-
Inseln (rote Dreiecke) im Bereich der repetitiven Sequenz, in den angrenzenden Regionen und im
Bereich des Promotors. Hierdurch wird die Transkription verhindert und es kommt zur Auspragung
des Phanotyps des Fragilen X Syndroms. Frei modifiziert nach Garber (Garber et al., 2008).

Weitere Erklarung siehe Text.

1.1.1 Vererbung

Die Vererbung des Fragilen X Syndroms folgt dem X-chromosomalen Erbgang,
weist jedoch einige Besonderheiten auf. Es liegt eine unvollstandige Penetranz vor

und sowohl Manner als auch Frauen kdnnen erkranken (Sherman et al., 1984,
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Sherman et al., 1985). In der Regel erkranken Tochter von gesunden mannlichen
Pramutationstragern nicht. Allerdings haben die Sohne dieser Tochter (also die
mannlichen Enkel des gesunden Pramutationstragers) ein hohes Risiko zu
erkranken. Die mannlichen Pramutationstrager selber und ihre Séhne sind jedoch
gesund (Sherman et al., 1984, Sherman et al., 1985). Diese Besonderheit wird
auch als Sherman-Paradox bezeichnet. Folgende Tatsachen konnen diese
Beobachtung erklaren: Pramutierte Allele (52 bis 200 Triplettwiederholungen)
neigen im Gegensatz zu normalen Allelen (6 bis 52 Triplettwiederholungen) in der
weiblichen Meiose zur Expansion des repetitiven Bereichs. Weibliche Tragerinnen
der Pramutation vererben folglich haufig Allele mit erhohter Anzahl der
Triplettwiederholungen an ihre Nachkommen (Pembrey et al., 1985, Fu et al,,
1991, Oberle et al., 1991). Die Lange der repetitiven Region nimmt mit jeder
Folgegeneration zu, was auch als Antizipation bezeichnet wird. Einem
vollmutierten Allel (Triplettexpansion > 200) ist also immer ein pramutiertes Allel in

einer vorherigen Generation vorausgegangen (Fu et al., 1991) .

1.1.2 Phanotypische Merkmale

In der Auspragung der phanotypischen Besonderheiten bei Erkrankten zeigt sich
eine grole Variabilitdt. Interessant ist, dass auch Frauen betroffen sind. Die
Symptome bei weiblichen Tragerinnen der Vollmutation, insbesondere die
Intelligenzminderung, sind jedoch haufig milder ausgepragt oder gar nicht
vorhanden (Reiss et al., 1995, Rousseau et al., 1991). Betroffene Frauen besitzen
in der Regel in jeder Korperzelle ein gesundes und ein mutiertes X-Chromosom.
Eines dieser Chromosomen wird jeweils zufallig inaktiviert. Das so entstandene
individuelle Zellmosaik ist verantwortlich fur das Ausmal} des Auspragungsgrades
der Erkrankung (Kirchgessner et al., 1995, Reiss et al., 1995).

Das Hauptsymptom des Fragilen X Syndroms ist die Intelligenzminderung. Die
Auspragung ist sehr variabel und reicht von einem sehr niedrigen IQ mit
ausgepragter Retardierung bis zu nur minimaler kognitiver Beeintrachtigung.
Interessant ist, dass mit zunehmendem Alter der IQ-Wert bei erkrankten Personen
weiter abnimmt (Wright-Talamante et al., 1996). Typisch sind ebenfalls Sprach-
und Sprechstérungen sowie ein allgemein schlechtes Sprachverstandnis (Price et
al., 2007). Kinder mit Fragilem X Syndrom neigen zu psychosozialen
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Auffalligkeiten wie Aufmerksamkeitsdefiziten, hyperkinetischem Verhalten und
stereotypen Bewegungsmustern (Baumgardner et al., 1995). Auch emotionale
Auffalligkeiten, wie ausgepragte Schuchternheit und Vermeidung von
Augenkontakt wurden beobachtet (Einfeld et al., 1994).

Patienten mit Fragilem X Syndrom zeigen zusatzlich somatische Merkmale, deren
Auftreten nicht obligat ist, und die haufig erst mit zunehmendem Alter in
Erscheinung treten. Hierzu zahlen eine relative Makrozephalie, ein langliches
Gesicht, grolde abstehende Ohren, ein im Kindesalter auffalliger GroRwuchs sowie
in ca. 80% der Falle ein deutliche HodenvergroRerung (Turner et al., 1980, de
Vries et al., 1995, Heulens et al., 2013). Zusatzlich konnen kardiale Auffalligkeiten
wie ein Mitralklappenprolaps oder eine Dilatation der Aortenwurzel auftreten,
sowie eine vermehrte Uberstreckbarkeit der Fingergelenke, PlattfiiRe und ein
hoher Gaumen, die die Vermutung nahe legen, dass eine allgemeine
Bindegewebsschwache vorliegt (Hagerman et al., 1984, Sreeram et al., 1989).

1.2 Das Fragile X Mental Retardation Protein

Bei Patienten mit Fragilem X Syndrom wird, wie bereits erwahnt, die
Genexpression von FMR1 durch Methylierung der Promotorregion unterdrickt.
Dies fuhrt zu einem Fehlen des Genproduktes FMRP in den betroffenen Zellen.
FMRP ist ein 70-80 kDa groRes RNA-bindendes Protein (Devys et al., 1993). Es
weist eine groRe speziesubergreifende Konservierung auf, was fur eine
elementare Bedeutung des Proteins spricht (Ashley et al., 1993b, Siomi et al.,
1995, Price et al., 1996). Es wurden mehrere Isoformen des Proteins gefunden,
die durch alternatives Spleillen der entsprechenden pra-mRNA entstehen
(Verkerk et al., 1993).

1.2.1 Domanen

Die Binnenstruktur von FMRP beinhaltet einige funktionelle Motive, die wichtige
Hinweise bezuglich der Proteinbindungsfahigkeit und der subzellularen
Lokalisation liefern. So besitzt FMRP zwei hnRNP K homologe (KH)-Domanen
und eine arginin- und glycinreiche RGG-Box, die charakteristische Motive von
RNA-bindenden Proteinen sind (Ashley et al., 1993a, Siomi et al., 1993). Es
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konnte gezeigt werden, dass die RGG-Box tatsachlich RNA-Bindungsaktivitat
besitzt (Kiledjian and Dreyfuss, 1992). Das N-terminale Ende des Proteins
beinhaltet zwei Tudor (TD)-Domanen, die vermutlich ebenfalls zur RNA- und
Proteinbindung fahig sind und Uber die u.a. auch die Homo- und
Heterodimerisierung von FMRP zu erfolgen scheint (Adinolfi et al., 2003, Ramos
et al., 2006). Es wurden ein NLS (nuclear localization signal) und ein NES (nuclear
export signal) identifiziert, die vermuten lassen, dass sich FMRP zwischen
Nucleus und Zytoplasma hin und her bewegt (Eberhart et al., 1996, Sittler et al.,
1996). Eine Isoform des FMRP besitzt die NES-Domane nicht und ist nur im
Nucleus zu finden (Sittler et al., 1996).

FMRP
NLS MNES
:-:- -:- |
~D-Doméanen KH1- + KH2- RGG-Box
Domaéne

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Proteins FMRP und seiner funktionellen
Domanen.

Dargestellt sind die RNA-bindenden Regionen KH1, KH2, die RGG-Box und die TD (Tudor)-
Domanen, die zusatzlich Proteinbindungsfahigkeit besitzen, sowie die Transportmotive NLS und
NES. Modifiziert nach Fernandez (Fernandez et al., 2013).

1.2.2 Zellulare Lokalisation

FMRP wird ubiquitar in embryonalem murinem Gewebe exprimiert (Hinds et al.,
1993, Khandjian et al., 1995). Die héchste Konzentration von FMRP in adulten
murinen und humanen Zellen findet sich jedoch im Gehirn und in den Hoden
(Hinds et al., 1993). Dies ist besonders interessant, da diese beiden Organe in der
Pathologie des Fragilen X Syndroms eine wichtige Rolle spielen (mentale
Retardierung und Makroorchie). Lu et al. (Lu et al., 2004) konnten zeigen, dass
gerade das neonatale Gehirn eine besonders hohe Proteinkonzentration aufweist,
die im weiteren Verlauf der Entwicklung wieder abnimmt, wodurch die Vermutung

nahe liegt, dass FMRP fur die neuronale Entwicklung von entscheidender
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Bedeutung ist. Im Gehirn wird FMRP am starksten im Hippokampus und im
Kleinhirn exprimiert (Hinds et al., 1993, Feng et al., 1997b), wobei es
hauptsachlich in Neuronen und kaum in Gliazellen gebildet wird (Devys et al.,
1993). Untersuchungen zur neuronalen subzellularen Lokalisation von FMRP
zeigten eine deutliche Detektion im Zytosol des Zellkorpers und in den Dendriten,
insbesondere in ribosomenreichen Regionen (Devys et al., 1993, Tamanini et al.,
1997, Feng et al., 1997b). Es konnte aber auch im Zellkern (Feng et al., 1997b)

nachgewiesen werden.

1.2.3 Funktion

FMRP bildet groRe zytoplasmatische Ribonukleoproteinkomplexe (RNP-
Komplexe), die mehrere Proteine und RNAs beinhalten (Bagni et al., 2012). Es
wurde auch in p-bodies und Stress-Granula gefunden, in denen die Translation
von mRNAs blockiert wird (Zalfa et al., 2006).

Die genaue zellulare Funktion von FMRP ist bisher nicht geklart, es existieren
jedoch zahlreiche Hypothesen. Es wird vermutet, dass FMRP den subzellularen
Transport, die Stabilitdt und die Translation von neuronalen mRNAs reguliert und
dass die kodierten Proteine flr die Struktur und Funktion von Synapsen
bedeutend sind (Bagni et al., 2012). Folgende Beobachtungen stutzen diese
Vermutung: Der Transport von mRNAs, gebunden an FMRP-haltige Granula,
erfolgt vom Zellkern in das Zytoplasma und weiter in die Dendriten in dynamischer
Assoziation an mikrotubulare Strukturen (Kanai et al., 2004, Antar et al., 2005,
Ferrari et al., 2007). Die Stabilisierung von mRNA durch FMRP erfolgt z.B. Uber
eine Verhinderung des Abbaus. Nach Behandlung kultivierter Neurone mit einem
Transkriptionsblocker konnten weiterhin spezifische mRNAs nachgewiesen
werden, wahrend in FMRP-defizienten Zellen keine entsprechenden mRNAs mehr
detektiert werden konnten (Zalfa et al., 2007). Die Regulation der Translation
erfolgt schliellich Uber vielfaltige Mechanismen, u.a. indem FMRP als Repressor
fungiert (Laggerbauer et al., 2001).

Huber et al. (Huber et al., 2002) fanden 2002 in einem FMR1-Knockout-
Mausmodell einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem Phanotyp des
Fragilen X Syndroms und metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR) und legten
damit den Grundstein fur die sogenannte mGIluR-Theorie. mGluR-Rezeptoren sind
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ein Bestandteil postsynaptischer Zellmembranen und haben einen Einfluss auf die
neuronale Plastizitat (Huber et al., 2000, Snyder et al., 2001), die die Grundlage
fur Lernen und Gedachtnisleistung bildet (Martin et al., 2000). Die langfristige
Modifikation der Funktion von Synapsen erfolgt mittels long-term potentiation
(LTP, Langzeitpotenzierung) und long-term depression (LTD,
Langzeitunterdrickung) (Bear and Malenka, 1994). Die mGluR-Rezeptoren
beeinflussen die LTD, indem sie die Translation postsynaptischer mRNAs
regulieren (meist stimulieren) und die Internalisierung von AMPA-Rezeptoren an
der Zelloberflache vermitteln (Huber et al., 2000, Snyder et al., 2001). FMRP wirkt
als negativer Regulator der Translation und somit als Gegenspieler der mGIluR-
Rezeptoren. Es unterdrickt die Translation postsynaptischer mRNAs. In
Abwesenheit von FMRP kommt es vermutlich zu einer verstarkten
Proteinsynthese, deren Folge u.a. eine Anderung der neuronalen Plastizitat ist
(Bear et al., 2004). Morphologisch ist dies sichtbar an einer Verlangerung
dendritischer Dornen in den Neuronen (Vanderklish and Edelman, 2002). Bear et
al. (Bear et al.,, 2004) postulieren somit als Ursache fur die Symptomatik des
Fragilen X Syndroms eine Verstarkung der regularen Wirkungen der mGIuR in
Abwesenheit von FMRP.

Somit Iasst sich zusammenfassend folgendes vereinfachtes Modell der zellularen
Wirkweise von FMRP erstellen (Bagni and Greenough, 2005) (siehe Abbildung 3):
FMRP gelangt in den Zellkern und interagiert dort mit anderen nuklearen
Proteinen (z.B. mit FXR1 und 2 (fragile x related protein 1 und 2)) sowie mit
MRNAs. Es formt sich ein RNP-Komplex, mit dem spezifische mRNA-Molekile
aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert werden. Im Zytoplasma
interagieren FMRP und seine nuklearen Partner dann mit zytoplasmaspezifischen
Proteinen (wie z.B. CYFIP1 (cytoplasmic FMRP-interacting protein 1)). Der
entstandene Komplex bewegt sich entlang der Dendriten zu den Synapsen und
transportiert dabei assoziierte RNA-Molekule. An den Synapsen erfolgt dann eine
aktivitatsabhangige Proteinsynthese im Zusammenspiel mit den mGIuR-
Rezeptoren (Bear et al., 2004).
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema der Funktion von FMRP in Neuronen.

A: FMRP gelangt in den Zellkern, bildet dort RNPs, indem es an nukleare Proteine wie FXR1 und 2
sowie an mRNA bindet. Es erfolgt der Transport ins Zytosol und die Weiterleitung entlang der
Dendriten zu den Synapsen, wo die Proteinbiosynthese mit Hilfe der Ribosomen erfolgt. B:
Dargestellt ist das Zusammenspiel von FMRP und mGIuR. Durch FMRP kommt es zu einer
Blockierung der Proteintranslation unter Mitwirken von CYFIP1 und elF4E (siehe auch 1.4). Aktive
mGIuR und eine verstarkte Proteinsynthese flihren zu einer Internalisierung der AMPA-
Rezeptoren. Frei modifiziert nach (Bagni and Greenough, 2005, Bagni et al., 2012, Bear et al.,
2004). Weitere Erlauterungen siehe Text.

1.3 Das veranderte Protein FMRP-I304N

De Boulle verdffentlichte 1993 eine interessante Beobachtung zu einem
besonderen Patientenfall. Ein mannlicher Patient mit schwerer intellektueller
Beeintrachtigung, einem IQ von 20 und keiner Sprachfahigkeit wurde auf das
Vorliegen eines Fragilen X Syndroms untersucht. Zusatzliche Merkmale, die fur
das Vorliegen dieser Erkrankung sprachen, waren faziale Auffalligkeiten wie ein
langliches asymmetrisches Gesicht, eine groflde Stirn, grole Ohren, dicke Lippen
und ein hervorstehendes Kinn. Es lag eine ausgepragte Makroorchie vor. In der
zytogenetischen Untersuchung konnte keine fragile Stelle am X-Chromosom
nachgewiesen werden, es fanden sich eine normale CGG-Wiederholungsfrequenz
und unmethylierte CpG-Inseln. Als einzige genetische Auffalligkeit zeigte sich eine
Punktmutaton T zu A im FMR1-Gen, die in FMRP zu einem
Aminosaureaustausch von Isoleucin zu Asparagin an Position 304 fuhrt (De Boulle
et al., 1993).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Proteins FMRP-I304N.
Durch die Punktmutation T zu A im FMR1-Gen kommt es in der KH2-Doméane des Proteins an
Position 304 zu einem Aminosaureaustausch von Isoleucin zu Asparagin (I304N). Modifiziert nach

Fernandez (Fernandez et al., 2013).

Die Aminosaureaustausch 1304N verandert eine der am starksten konservierten
Regionen des KH2-Motivs (Siomi et al., 1993). Die Beobachtung, dass dieser
hochkonservierte Bereich der KH-Domane fur eine normale Proteinfunktion
notwendig ist und seine Veranderung zum selben Phanotyp wie ein kompletter
Ausfall des Proteins fuhrt (Gedeon et al., 1992, Wohrle et al., 1992), unterstutzt
die Ansicht, dass die KH-Doméanen von funktioneller Bedeutung sind (Siomi et al.,
1993). Durch die Veranderung kommt es zu einer Destabilisierung der
Sekundarstruktur im Bereich der KH2-Domane, was zu einer Veranderung ihrer
Bindungsfahigkeit fuhrt (Musco et al., 1996, Di Marino et al., 2014). So ist die
RNA-Bindungsfahigkeit beeintrachtigt (Siomi et al., 1994), die Assoziation von
FMRP mit Ribosomen wird aufgehoben (Feng et al., 1997a, Darnell et al., 2005)
und es kommt zu einer Bildung ungewohnlicher mRNP-Komplexe (Feng et al.,
1997a). Laggerbauer et al. (Laggerbauer et al., 2001) konnten zeigen, dass
zusatzlich die Fahigkeit des veranderten Proteins zur Homodimerisierung gestort

ist.

1.4 Interaktionspartner von FMRP

Es ist bekannt, dass FMRP mit verschiedenen zytoplasmatischen und nuklearen
Proteinen, die in den mRNA-Metabolismus und die Bildung des Zytoskeletts
involviert sind, interagiert (Fernandez et al., 2013). Als bisher identifizierte und gut

untersuchte Proteine sind u.a. zu nennen: Die Homologen FXR1 und 2 (fragile x
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related protein 1 und 2) (Siomi et al., 1995, Zhang et al., 1995), TDRD3 (tudor
domain containing protein 3) (Linder et al.,, 2008), NUFIP1 (nuclear FMRP-
interacting protein) (Bardoni et al., 2003) und CYFIP1 (cytoplasmic FMRP-
interacting protein 1) (Schenck et al., 2001, Napoli et al., 2008, De Rubeis et al.,
2013). Durch Identifizierung dieser Interaktionspartner konnte bereits ein besseres
Verstandnis der molekularen Funktion von FMRP erlangt werden (siehe auch
Abbildung 3). So konnten z.B. Napoli et al. (Napoli et al., 2008) zeigen, dass die
Interaktion von FMRP mit CYFIP1 und dem Translationsinitiationsfaktor elF4E
(eukaryotic translation initiation factor 4E) zu einer Unterdrliickung der Translation
assoziierter mRNAs fuhrt. Die Entdeckung von TDRD3 als Interaktionspartner, ein
Protein, das in Stress-Granula zu finden ist, ist insofern interessant, als dass es
uber die KH2-Domane mit FMRP in Verbindung tritt. Es konnte gezeigt werden,
dass es zu keiner Interaktion kommt, wenn FMRP die oben genannte
Veranderung 1304N aufweist (Linder et al., 2008).

1.5 Therapieoptionen

Neben kognitiven und verhaltensmodulierenden Therapieansatzen sowie
bildungsfordernden Impulsen steht die medikamentdse Therapie des Fragilen X
Syndroms im Zentrum des Forschungsinteresses. Aktuelle medikamentose
Therapieansatze beziehen sich auf zwei moégliche Wege: Zum einen wird eine
Reaktivierung des betroffenen Gens, zum anderen eine Kompensierung des
Verlusts von FMRP verfolgt (Bagni et al., 2012).

Ansatze die eine Reaktivierung von FMR1 verfolgen sind in vitro in
lymphoblastoiden Zellen erfolgreich, wegen vermuteter starker Nebenwirkungen
bisher aber nicht in vivo einsetzbar (Bagni et al., 2012, Chiurazzi et al., 1998) oder
zeigten in kultivierten lymphoblastoiden Zellen keinen Benefit (Tabolacci et al.,
2008).

Ein positiver Effekt konnte durch die Behandlung mit Acetyl-L-Carnitin erzielt
werden. Es zeigte sich eine signifikante Besserung von Hyperaktivitat und
adaptivem Verhalten bei behandelten Kindern (Torrioli et al., 2008). Der
Methylierungsstatus und die Genexpression des FMR1-Gens anderte sich jedoch
nicht (Torrioli et al., 2008).
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Ansatze zur Kompensation des Verlustes von FMRP sind folgende (Bagni et al.,
2012):

- Es wurden verschiedene Medikamente zur Beeinflussung des
glutamatergen Systems getestet, von denen eines im Mausmodell zunachst
sehr vielversprechend war (Michalon et al., 2012), die beim Menschen
letztendlich jedoch keinen positiven Effekt zeigten (Berry-Kravis et al.,
2006, Scharf et al., 2015).

- Eine Studie an Kindern und Jugendlichen mit einem GABA-Rezeptor-
Aktivator (Ganaxolone), lauft aktuell noch (Hagerman and Ceulemans,
2016). Es wird vermutet, dass durch den Verlust von FMRP auch das
GABA-Rezeptorsystem beeinflusst wird, indem es zu einer Destabilisierung
von mMRNAs kommt, die GABA-Rezeptoruntereinheiten kodieren (D'Hulst et
al., 2006).

- Aktuell vielversprechend ist eine Therapie mit dem
Breitspektrumantibiotikum  Minocyclin, das in klinischen Studien eine
Verhaltensverbesserung zeigte (Paribello et al., 2010, Leigh et al., 2013).
Bekannt ist, dass es die intrazellulare Konzentration des Proteins MMP9
(matrix metalloproteinase 9), das in Abwesenheit von FMRP verstarkt
synthetisiert wird, vermindert (Dziembowska et al., 2013). Inwiefern dies zur
beobachteten Verhaltensverbesserung flhrt ist noch unklar.

Im Hinblick auf diese Ergebnisse scheinen Therapieansatze vielversprechend, die
die durch den Verlust von FMRP hervorgerufene Pathologie direkt auf molekularer
Ebene beheben. Hierfur ist jedoch ein genaues Verstandnis der molekularen
Wirkweise von FMRP notwendig, das vermutlich durch weitere

Grundlagenforschung erlangt werden kann.

1.6 Arbeitshypothese und Fragestellung

Trotz zahlreicher Untersuchungen ist die molekulare Wirkweise von FMRP noch
nicht ausreichend entschlisselt, um Patienten mit dem Fragilen X Syndrom eine
ausreichende Behandlung zukommen lassen zu konnen. Ziel dieser Arbeit ist es,
weitere mogliche zellulare Interaktionspartner von FMRP zu identifizieren, um ein

besseres Verstandnis fur die molekulare Wirkweise von FMRP in Zellen zu
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erlangen. Hierfur sollen Fusionsproteine aus FMRP und EGFP mittels
Affinitatschromatographie aus humanen Zellen isoliert und die gebundenen
Interaktionspartner mittels Western Blot mit spezifischen Antikorpern
charakterisiert werden. Es soll eine Betrachtung des Bindungsmusters der
Proteine mit FMRP und eine vergleichende Analyse der Interaktion mit dem
veranderten Fusionsprotein FMRP-I304N-EGFP erfolgen. Sollten sich Proteine
finden lassen, die gegenuber FMRP und FMRP-I304N ein verandertes
Interaktionsmuster zeigen, konnte dies Rickschlisse auf den Pathomechanismus
des Fragilen X Syndroms zulassen. Des Weiteren soll mittels Immunzytochemie
die subzellulare Lokalisation der Interaktionspartner in Hippokampusneuronen der
Ratte verifiziert werden, um den maoglichen Ort einer Interaktion zwischen FMRP

und den untersuchten Proteinen weiter eingrenzen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Hersteller der verwendeten Chemikalien sind, soweit nicht anders vermerkt, die
Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roche (Penzberg, Deutschland), Roth
(Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA). Es wurde die héchstmdgliche Reinheit und Qualitat
bezogen.

2.1.2 Nahrmedien und Seren
* LB (lysogeny broth)-Medium (1% Triptone, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, pH
7,4)
* DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium (high glucose)-Kulturmedium
(Thermo Fisher Scientific)
* 10% fetales Kalberserum (fetal bovine serum (FBS), hitzeinaktiviert, PAA
Laboratories)

* 10% Ziegenserum in PBS (normal goat serum, Thermo Fisher Scientific)

2.1.3 Bakterienstamme, Zelllinien

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme und Zelllinien

Name Hersteller
Bakterienstamme Escherichia coli XL-1 Blue Stratagene California,
La Jolla, USA
Zelllinien HEK-293 human embryonic| European Collection of Cell
kidney cells Cultures
Hippocampusneurone AG Kindler,
Rattus norvegicus Tiere aus zentraler Tierhaltung,
UKE Hamburg
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2.1.4 Vektoren

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Vektoren

Eukaryotische

Expressionsvektoren

Hersteller

Verwendungszweck

PEGFP-FMRP

AG Rob Willemsen
Dep. Of Clinical Genetics,
Erasmus University,

Rotterdam, Niederlande

Expression des Fusionsproteins aus dem
humanen FMRP und C-terminalem grin-
EGFP

(enhanced green flourescent protein)

fluoreszierendem Protein

pEGFP-FMRP-1304N

AG Rob Willemsen
Dep. Of Clinical Genetics,
Erasmus University,

Rotterdam, Niederlande

Expression des
FMRP mit Aminosaureaustausch 1304N
und C-terminalem grin-fluoreszierendem
Protein EGFP

Fusionsproteins aus

pEGFP-N1

Clontech Laboratories

Inc., USA

Expression des griin-fluoreszierenden
Proteins EGFP

2.1.5 Kits

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Kits

Name

Hersteller

NucleoBond Xtra Maxi EF Kit

Macherey-Nagel GmbH, Diren

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primare Antikdrper

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten primiren Antikorper

Antigen/
Antikorper/

GroRe des

detektierten

Verdiinnung
Western Blot

Verdiinnung Hersteller

Immunzytochemie

Spezies Antigens im

Western Blot
DDX1, NB200- 82 kDa 1:1000 1:100 Novus Biologicals
348, rabbit LLC, Littleton, USA

22




DNA-PKcs/ 460 kDa 1:1000 1:20 Bethyl Laboratories

PRKDC, A300- Inc., Montgomery,

519A, rabbit USA

EF1alpha, 05-235, 53 kDa 1:1000 1:100 EMD Millipore,

mouse Merck, Darmstadt

hnRNP E2/ 39 kDa 1:1000 1:100 Abcam, Cambridge,

PCBP2, ab96169, UK

rabbit

hnRNP-H, A300- |50 kDa 1:10000 1:200 Bethyl Laboratories

511A, rabbit Inc., Montgomery,
USA

hnRNP M1-M4, 77 kDa 1:1000 1:100 Abcam, Cambridge,

ab9548, mouse UK

ILF 3, ab92355, |90 kDa 1:10000 1:100 Abcam, Cambridge,

rabbit UK

NONO, A300- 54 kDa 1:2000 1:200 Bethyl Laboratories

587A, rabbit Inc., Montgomery,
USA

PCBP1, 38 kDa 1:1000 1:10 Abnova,

H00005093-A01, Heidelberg

mouse

RPS 6, ab12864, |90 kDa 1:500 1:10 Abcam, Cambridge,

rabbit UK

FMRP, affi 1, 77 KDa; bzw.107|1:1000 1:10 Janin Schitt, UKE,

rabbit kDa Institut fr
Humangenetik,
Hamburg

FMRP, 1C3-1a, 78 kDa 1:200 Euromedex,

mouse Mundolsheim,

Frankreich
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MAP2, rabbit 199 kDa 1:2000 Craig Garner,
Stanford University,
USA

MAP2, clone HM- |199 kDa 1:2000 Sigma-Aldrich,

2, M4403, mouse Chemie GmbH,
Minchen

2.1.6.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten sekundaren Antikérper

Antikorper/ Verdiinnung Western |Verdiinnung Hersteller

Spezies Blot Immunzytochemie

HRP (horseradish | 1:10000 Dianova, Hamburg
peroxidase)-anti-rabbit,

goat

HRP-anti-mouse, goat |1:10000 Dianova, Hamburg

ALEXA Fluor 488-anti- 1:500 Thermo Fisher

mouse, goat Scientific, Waltham,
USA

ALEXA Fluor 488-anti- 1:500 Thermo Fisher

rabbit, goat Scientific, Waltham,
USA

ALEXA Fluor 546-anti- 1:500 Thermo Fisher

mouse, goat Scientific, Waltham,
USA

ALEXA Fluor 546-anti- 1:500 Thermo Fisher

rabbit, goat

Scientific, Waltham,

USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Transformation und Kultivierung von Bakterien

Ansatz:

* 100 ul Bakterien (E. coli XL1-Blue)

* 20 ul5x KCM (0,5 M KCL, 0,15 M CaClz, 0,25 M MgCl)
* 1 yl Plasmid-DNA

* 80 ulH20

1 ml LB (lysogeny broth)-Medium

Die Herstellung von kompetenten Bakterien wurde nach Walhout (Walhout et al.,
2000) durchgefuhrt. Die Lagerung erfolgte bei -80C . Zur Transformation wurde
die E.coli-Bakterien-Suspension auf Eis aufgetaut, mit 5x KCM, Plasmid-DNA und
ddH20 gemischt und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte fur 5 Minuten die
Erwarmung auf 37C. Nach Zugabe von LB (lysogeny broth)-Medium wurde die
Suspension fur 1 Stunde im Thermomixer bei ca. 1100 rpm belassen.
Anschlielend wurden 70 pl der Losung auf kanamycinhaltige LB-Agarplatten
ausgestrichen und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Zur Vermehrung der erfolgreich transformierten Bakterien wurde pro Konstrukt ein
Klon mit einer Pipettenspitze gepickt und in 2 ml LB-Medium mit Kanamycin (25
pg/ml) far 6 Stunden bei 37C und ca. 1100 rpm im Thermomixer inkubiert.
Anschlie®end wurde die Suspension in 500 ml Kulturflaschen mit 200 ml LB-
Medium mit Kanamycin (25 pg/ml) Uberfihrt und Uber Nacht bei 37T unter
Schutteln inkubiert.

2.2.1.2 Isolierung der Plasmid-DNA

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien wurde das
NucleoBond Xtra Maxi EF Kit der Firma Macherey-Nagel nach Herstellerangaben

verwendet. Hierbei erfolgte die Gewinnung der DNA mit Hilfe von Affinitatssaulen.

2.2.1.3 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Um far die folgende Transfektion von HEK-Zellen eine gleichmafig hohe DNA-
Konzentration zu verwenden, wurde die gewonnene Plasmid-DNA in einer

geeigneten Verdinnung im Eppendorf Photometer gemessen und die Extinktion
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bei 260 nm bestimmt. Die ermittelte DNA-Konzentration wurde bei der
Transfektion (siehe 2.2.2.1) berucksichtigt.

2.2.1.4 Agarosegel

Zur Beurteilung der Qualitat der gewonnenen Plasmid-DNA wurde eine
Auftrennung in 1%igen Agarosegelen durchgefuhrt (Ausubel et al., 1999,
Sambrook and Russel, 2001). Als DNA-GroRenmarker diente DNA Ladder 100 bp,
(Thermo Fisher Scientific). Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 110
Volt fur ca. 20 Minuten. Anschliefend wurde das Gel mit UV-Licht bestrahlt und

eine Aufnahme gefertigt.
2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Zellkultur und Transfektion der HEK-Zellen

Es wurden HEK 293-Zellen verwendet, die in Kulturschalen bei 37T und 5% CO 2
kultiviert wurden. Nahrmedium war DMEM-Kulturmedium mit 10% fetalem
Kalberserum (FBS). Zur Gewahrleistung eines normalen Wachstums wurden die
Zellen regelmalig passagiert. Hierfur erfolgte zunachst eine zweimalige
Waschung mit 1xPBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,76 mM
KH2POs4, pH 7,4) und dann die Ablosung der Zellen von der Kulturschale mit 1%
Trypsin in PBS. AnschlieBend wurde das Trypsin mittels frischem Nahrmedium
inaktiviert und die Zellen in gewlnschter Verdinnung in neue Kulturschalen
uberfihrt.

Die Transfektion erfolgte, wenn die Schalen zu ca. 70% bewachsen waren. Pro
Konstrukt wurden 12 Schalen transfiziert. Das Konstrukt pEGFP-FMRP wurde auf
24 Platten transfiziert. Die Transfektions-Suspension wurde aus 120 ug DNA, 12
ml DMEM-Medium und 240 ul TurboFect (Fermentas) hergestellt und 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde pro Schale 1 ml Suspension
gleichmaliig im Nahrmedium verteilt und die Zellen wurden fur 48 Stunden im
Brutschrank belassen. Die erfolgreiche Transfektion wurde unter dem Mikroskop
Uberpruft, indem das Vorhandensein der Fusionsproteine anhand des grln-

fluoreszierenden GFPs festgestellt wurde.
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2.2.2.2 Immunzytochemie

Fir die Immunzytochemie wurden Hippokampusneurone aus Embryonen von
Rattus norvegicus verwendet. Die Praparation und Kultivierung erfolgte nach
Banker und Goslin (Banker and Goslin, 1998) durch die AG Kindler. Die
kultivierten und fixierten Neurone wurden freundlicherweise zur Verfigung gestellt.
Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen mit 10%igem
Ziegenserum (normal goat serum, Thermo Fisher Scientific) in 1xPBS fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Verdinnt in 10%igem Ziegenserum mit PBS
wurden die jeweiligen primaren Antikdrper (Verdinnung siehe Tabelle 4), sowie
ein Antikérper gegen MAP2 auf die Zellen gegeben und bei 4C Uber Nacht
inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit 1xPBS, bevor die sekundaren
Antikorper (verdunnt in 10%igem Ziegenserum in 1xPBS; Verdinnung siehe
Tabelle 5) fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Neurone einwirkten.
Erneut wurden die Deckglaschen dreimal mit 1xPBS gewaschen und
anschlieBend unter Verwendung von ProLong Gold antifade reagent DAPI
(Invitrogen) auf Objekttragern eingebettet. Die Verwendung von DAPI fuhrt zu
einer Farbung der Zellkerne. Die fertigen Objekttrager wurden bei 4T gelagert.

2.2.2.3 Mikroskopie

Die immunzytochemischen Fluoreszenzsignale der gebundenen sekundaren
Antikorper (siehe 2.2.2.2) wurden mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskops IX81 von
Olympus detektiert und mittels C4742-80-12AG Digital Kamera von Hamamatsu
Pothonics und dem Programm CellR 3.3. von Olympus aufgenommen. Eine
weitere Bearbeitung erfolgte mit Adobe® Photoshop CC 2015 (Adobe System
Incorporated) und GIMP 2.6.10 (The GIMP Team).

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Proteingewinnung mittels Affinitdtschromatographie

Die Isolierung rekombinanter EGFP-markierter Proteine aus den transfizierten
HEK-Zellen erfolgte mittels der GFP-Trap-Methode (ChromoTek, Planegg-
Martinsried, Deutschland). Hierbei bindet der EGFP-Anteil der Proteine an einer
aus kleinen Kugelchen bestehenden Matrix. Anschlielend erfolgte die

Separierung der an die Matrix gebundenen Proteine mittels Zentrifugation und die
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Ablosung von der Matrix durch Denaturierung durch Kochen in 2xLaemmlipuffer
(Laemmlipuffer: 62.5 mM Tris pH 6,8, 2 % SDS, 10 % Glycerol, 5 % 2-
Mercaptoethanol, 0,001 % Bromphenolblau). Die isolierten Proteine wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 2.2.3.2) und durch Western Blot (siehe
2.2.3.3) auf Membranen Ubertragen. Abschliefend wurden einzelne spezifische
Proteine durch spezifische Antikorper detektiert (siehe 2.2.3.4).

Herstellung der Zelllysate

Ca. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellkulturschalen auf Eis gestellt
und das Medium abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen mit jeweils 5 ml
eiskaltem 1xPBS wurden die Zellen fir 15 Minuten in 1 ml RIPA-Puffer (10 mM
Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% SDS (sodium dodecyl sulfate), 1% TX100,
1% Natrium-Desoxycholat, 5 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)) unter
Zusatz von 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und 1 x Protease Inhibitor
Complete (Boehring) unter Schwenken permeabilisiert. Das entstandene Zelllysat
wurde in Eppendorf-Tubes Uberfuhrt, fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und
wahrenddessen alle 10 Minuten durch pipettieren gemischt. Die genomische DNA
wurde mittels Pipette entfernt und das Zelllysat durch Zentrifugation (10 min.;
16.000 xg; 4T) aufgetrennt. Die Uberstande aller L ysate eines Konstruktes wurde
gepoolt. Es wurden 200 ul Lysat pro Konstrukt als ,Input” abgenommen, mit 50 pl

SxLammlipuffer gemischt und 5 Minuten bei 96T gek ocht.

RNA-Verdau

Das Lysat des Konstruktes 1 (pEGFP-FMRP) wurde gleichmaRig auf zwei 50 ml
Falcon-Reaktionsgefal’e verteilt und eines der Falcon-Reaktionsgefalle wahrend
der Affinitatschromatographie mit RNAse inkubiert (0,5 yl RNAse A (0,05 pg/ul,
Qiagen) auf 1 ml Lysat). Wahrend der Affinitatschromatographie wurde die
vorhandene RNA in diesem Reaktionsgefall abgebaut. Durch diese spate
Trennung des Lysats auf zwei separate Reaktionsgefalde konnte sichergestellt
werden, dass die spater nachgewiesenen Proteine initial in beiden Ansatzen in

gleicher Konzentration vorlagen.
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Affinitdtschromatographie

Zu den 4 gepoolten Lysaten wurden jeweils 60 ul GFP-Trap-Matrix (GFP-Trap_A,
ChromoTek) hinzugeflgt. Zuvor wurde die Matrix dreimal in 1 ml Dilution-Puffer
(10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,5 mM
EDTA) mittels Zentrifugation (2 min.; 2500 xg; 4C) gewaschen. Nach Zugabe der
Matrix wurden die Lysate fur 2 Stunden bei 4C auf dem Rotator inkubiert.
AnschlieRend wurde das Gemisch zentrifugiert (2 min.; 2500 xg; 4C) und der
Uberstand abgenommen und verworfen. Das so separierte Matrix-Pellet wurde
dreimal mittels Zentrifugation gewaschen (Waschpufferlosung: 10 ml Dilution-
Puffer + 1 mM PMSF + Protease-Inhibitor Cocktail Complete, Boehring) und zur
Elution in 200 ul 2xLaemmlipuffer resuspendiert. Zum Lésen der Immunkomplexe
von der Matrix wurde das Eluat fur 10 Minuten bei 96TC gekocht.

Die so entstandenen Prazipitate und die Eingangskontrollen (,Input®) wurden bei
-80T eingefroren und bei Bedarf auf Eis aufgetaut. Die weitere Analyse erfolgte
mittels SDS-PAGE und Western Blot.

2.2.3.2 Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Es wurden 8%ige, 10%ige und 12%ige SDS-Gele mit einer Dicke von 0,75 mm
hergestellt (Sambrook and Russel, 2001). Je nach Gro3e der zu untersuchenden
Proteine wurden bei kleinen Proteinen 12%ige Gele, bei gro3en Proteinen 8%ige
Gele verwendet.

Nach Beladung des Gels erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine
(Ausubel et al., 1999) bei 100 Volt, 400 mA fur ca. 120 Minuten. Als Protein-
GrolRenmarker diente PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas). Als
Gerat wurde das Tetra Cell System (BioRad Laboratories, Hercules, USA)

verwendet.

2.2.3.3 Proteintransfer mittels Western Blot

Um die isolierten Proteine immunologisch detektieren zu koénnen, erfolgte die
Ubertragung mittels wet blot (Protean |, BioRad) auf Nitrucellulose-Membranen
(Fermentas). Der Transfer erfolgte nach Herstellerangaben bei 100 V, 400 mA fur
90 Minuten in Transferpuffer (20% Methanol, 192 mM Glycin, 25 mM Tris pH 8,3,
0,5% SDS). AnschlieBend wurde die Membran in Ponceau S-Lésung (Sigma-
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Aldrich) geschwenkt und mit ddH20 gewaschen, um die erfolgreiche Ubertragung

der Proteinbanden zu Uberprufen.

2.2.3.4 Immunologische Proteindetektion

Nach erfolgreichem Proteintransfer erfolgte die Inkubation der Membranen fur 1
Stunde im Blocking-Puffer (10% Milchpulver in PBST (1xPBST+ 0,3% Tween 20)).
AnschlielRend wurde der primare Antikorper in entsprechender Verdinnung (siehe
Tabelle 4) mit Blocking-Puffer gemischt und die Membran Uber Nacht bei 4T in
der Losung geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen fur jeweils 10 Minuten in
PBST erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper fur 1 Stunde in
PBST (entsprechende Verdinnung siehe Tabelle 5). AbschlieRend wurde erneut
dreimalig mit PBST fur 10 Minuten gewaschen.

Die antikorpergebundenen Proteine konnten detektiert werden, indem die
Membranen mit West Pico- und West Femto-Chemiluminescent Substrate
(Thermo Fisher Scientific) behandelt und mit unterschiedlicher Belichtungszeit (0,5
bis 45 Minuten) am Molecular Imager ChemiDOC XRS (BioRad) belichtet wurden.
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3 Ergebnisse

Von der Arbeitsgruppe Kindler wurden eine Affinitatsreinigung eines
rekombinanten FMRP und eine massenspektometrische Analyse assoziierter
Proteine durchgefuhrt. Es konnten 50 verschiedene Proteine nachgewiesen
werden. Anhand der bisher bekannten Eigenschaften der identifizierten Proteine
wurden fur diese Arbeit 10 Proteine ausgewahlt, um ihr Interaktionsverhalten mit
FMRP zu Uberprifen. Alle ausgewahlten Proteine sind in der Lage Nukleinsauren
zu binden und sind in die Proteinbiosynthese involviert.

Ziel dieser Arbeit war es zu verifizieren, ob die putativen Interaktionspartner
tatsachlich mit FMRP interagieren und ob der Aminosaure-Austausch in FMRP-
I304N das Bindungsmuster von FMRP hinsichtlich der hier untersuchten Proteine
verandert. Da FMRP-1304N auch zur Entstehung des Fragilen X Syndroms flhrt,
deuten Veranderungen im Bindungsverhalten auf molekulare Ursachen der
Pathologie hin und konnten so zu einem besseren Verstandnis der Ursachen der
Erkrankung fuhren.

Zur Verifizierung der massenspektometrischen Ergebnisse wurden rekombinant
hergestellte Fusionsproteine aus FMRP und EGFP in eukaryotischen Zellen
exprimiert, die dann mittels Affinitatschromatographie an einer Matrix Uber das
EGFP gebunden wurden. So konnte eine lIsolierung des Proteins und seiner
gebundenen Bestandteile erreicht und die Interaktionspartner koprazipitiert
werden. Es erfolgte anschlieRend die elektrophoretische Proteinauftrennung in
einem SDS-Gel, die Ubertragung mittels Western Blot auf
Nitrocellulosemembranen und die Proteindetektion mittels spezifischer Antikorper.
Zusatzlich zur Wildtypvariante des FMRP wurde auch das veranderte Protein
FMRP-1304N hergestellt (siehe oben). Zur Unterscheidung einer reinen Protein-
Protein-Bindung zwischen FMRP und dem untersuchten Protein oder einer RNA-
abhangigen Interaktion wurde in einem Prazipitat ein RNAse-Verdau durchgefuhrt.
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3.1 FMRP (fragile X-mental retardation protein)

Als Nachweis der erfolgreichen Isolierung der Fusionsproteine FMRP-EGFP und
FMRP-1304N-EGFP nach Affinitatschromatographie erfolgte eine Western Blot-
Analyse mittels polyklonalem Kaninchen-Antikérper gegen FMRP. Zum besseren
Verstandnis folgt zunachst eine Erlauterung der einzelnen Spuren des Western
Blots (siehe Abbildung 5), die in derselben Anordnung bei allen folgenden Western
Blots beibehalten wird. In der Spur 1 wurde das Prazipitat der Zellen, die mit dem
Plasmid pEGFP-FMRP transfiziert wurden geladen. In der Spur 2 wurde das
Prazipitat der Zelllysate der Zellen aufgetrennt, die mit dem Plasmid pEGFP-
FMRP-1304N transfiziert wurden. Die Prazipitate der Zelllysate der Zellen, die mit
dem Plasmid pEGFP transfiziert wurden, laufen in Spur 3. Die Spur 3 dient somit
als ,Negativkontrolle®, indem sie eine Bindung an EGFP oder die Affinitatsmatrix
unabhangig vom FMRP nachweist. In der Spur 4 laufen die der Spur 1

entsprechenden Prazipitate nach RNAse-Verdau.

130 kDa =—

95 kDa —

Abbildung 5: Expression von EGFP-FMRP- und EGFP-FMRP-I1304N-Fusionsproteinen in HEK
293-Zellen

Beladung des Gels mit Prazipitaten aus Zelllysaten von transfizierten HEK 293-Zellen. In Spur 1+4
wird das Wildtypfusionsprotein FMRP-EGFP (vor und nach RNAse-Verdau) detektiert, in Spur 2
das veranderte Fusionsprotein FMRP-1304N. Spur 3 wurde mit dem Prazipitat aus Zelllysaten von
Zellen, die mit pEGFP transfiziert wurden, beladen und dient als Negativkontrolle. In Spur 3 ist kein
FMRP nachweisbar. Die Proteine wurden mittels Western Blot-Analyse mit einem polyklonalen
Antikérper anti-FMRP (1:1000) analysiert. Es wurden identische Volumina geladen. Als
ProteingrofRenmarker diente PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas). Weitere
Erlauterungen siehe Text.
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In der Abbildung 5 zeigt sich, dass das Wildtyp-Fusionsprotein in der Grofie von
120 kDa (Spur 1+4) und das veranderte Fusionsprotein FMRP-I304N von 140
kDa (Spur 2) nachweisbar sind. Der auffallende GroéRRenunterschied zwischen
Wildtyp (Spur 1+4) und verandertem Protein (Spur 2) lasst sich durch eine
unterschiedlich grof3e ,Verbindungsregion® erklaren. Bei der Herstellung der
Vektoren fur die Fusionsproteine FMRP-EGFP bzw. FMRP-1304N-EGFP wurden
zwischen beiden proteinkodierenden cDNA-Abschnitten unterschiedlich lange
Sequenzbereiche verwendet, sodass das FMRP-I304N-EGFP im Vergleich zu
FMRP-EGFP deutlich groRer ist (Schrier et al., 2004). Interessant ist, dass sich,
bei gleichen Volumina in allen Spuren, in der Spur des  veranderten
Fusionsproteins FMRP-I304N (Abbildung 5, Spur 2) eine verminderte
Konzentration des rekombinanten Proteins nachweisen lasst, sichtbar an der
schmaleren Bande. Im Kontroll-Extrakt (Abbildung 5, Spur 3) ist keine Bande
sichtbar und somit kein FMRP nachweisbar. Es kann von einer erfolgreichen

Affinitatschromatographie ausgegangen werden.

Zur besseren Ubersicht erfolgt im Weiteren nach Besprechung der Ergebnisse der
Western Blots der einzelnen untersuchten Proteine die Darstellung der Ergebnisse
der immunzytologischen Farbung von embryonalen Rattenneuronen. Ziel war es,
die subzellulare Lokalisation der Proteine und eine mogliche Co-Lokalisation mit
endogenem FMRP zu untersuchen. Hierfur wurde nach Extraktion und Fixierung
der Neurone und Permeabilisierung der Zellmembranen eine Farbung mit MAP2-
Antikérper durchgeflhrt, zur Darstellung der neuronalen Mikrotubuli. Dies diente
gleichzeitig als Qualitatskontrolle der verwendeten Neurone. Zur subzellularen
Lokalisation der 10 untersuchten Proteine erfolgte dann die Detektion mittels
spezifischer Antikorper und die Beurteilung mittels Fluoreszenzmikroskopie. Des
Weiteren wurde eine mogliche neuronale Co-Lokalisation der putativen
Interaktionspartner mit FMRP untersucht, indem zusatzlich eine Detektion des

endogenen FMRP mittels Antikdrper erfolgte.

33



Abbildung 6: Subzellulare
Verteilung von FMRP in
kultivierten
Hippokampusneuronen der Ratte
Immunzytochemische
Proteindetektion mittels primarer
und sekundarer Antikorper
(Verdinnung und  verwendete
Antikorper siehe Tabelle 4+5). A:
Darstellung des endogenen FMRP
im perinuklearen Zytoplasma und
den Dendriten. B: Detektion von
MAP2 und Darstellung der
Mikrotubuli-Zytoskeletts. C:
Uberlagerung  der  Farbkanale
(FMRP, gruner Kanal; MAP2, roter
Kanal und DAPI-Kernfarbung,

blauer Kanal).

In der Immunzytochemie an Hippocampusneuronen der Ratte kann das endogene

FMRP im Zytosol des Zellkorpers und in den Dendriten detektiert werden

(Abbildung 6, gruner Kanal). Eine besonders starke Akkumulation zeigt sich im

perinuklearen Zytosol.
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3.2 DDX1 (DEAD box protein 1)

In der Arbeitsgruppe Kindler wurden bereits einige massenspektometrisch
gefundene Proteine auf ihr Interaktionsmuster mit FMRP untersucht. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass DDX17 und DDX5 mit FMRP interagieren. Das
Protein DDX1 wurde nicht in der Massenspektometrie nachgewiesen, besitzt aber
wie alle DEAD-box Proteine eine konservierte Sequenzstruktur und Funktion
(Linder et al., 1989, Godbout and Squire, 1993). Deshalb war die Analyse von
DDX1 als moglicher Interaktionspartner von FMRP ebenfalls interessant. DDX1 ist
eine ATP-abhangige RNA-Helikase, die in der Lage ist Basenpaarungen in
doppelstrangigen RNA-Abschnitten zu spalten (Tanner and Linder, 2001).

Zum Nachweis einer moglichen Interaktion von endogenem DDX1 mit
rekombinantem FMRP wurden die Prazipitate mittels eines polyklonalen
Kaninchen-Antikorpers gegen DDX1 untersucht. Zusatzlich zu den bereits
beschriebenen 4 Spuren im Western Blot ist ein weiterer Western Blot dargestellt.
Hier sind die Zelllysate vor Durchfuhrung der Affinitatschromatographie als
Qualitatskontrolle aufgefuhrt (siehe Abbildung 7A). In der weiteren Prasentation
der Ergebnisse dieser Arbeit ist diese Darstellung zu jedem untersuchten Protein
zu finden. Input 1 (Abbildung 7A, Spur In1) ist mit dem Zelllysat der Zellen
beladen, die rekombinantes FMRP-EGFP herstellen. Im Input 2 (Abbildung 7A,
Spur In2) ist das Lysat der Zellen mit Expression des veranderten Fusionsproteins
FMRP-I304N-EGFP und im Input 3 (Abbildung 7A, Spur In3) das Zelllysat der
Kontrollgruppe mit Expression von EGFP geladen. Kénnen die zu untersuchenden
Proteine in der nach Herstellerangaben zu erwarteten GrolRe detektiert werden, ist
der verwendete Antikorper spezifisch und eine Kreuzreaktivitdt kann

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 7: Nachweis von endogenem DDX1 in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitatschromatographie (B)

A: Nachweis des endogenen DDX1 in Zelllysaten. In der Spur In1 ist das Zelllysat der Zellen
geladen, die FMRP-EGFP herstellen, in In2 das Zelllysat der Zellen mit Expression von FMRP-
I304N und in In3 das Zelllysat der Kontrollgruppe mit Expression von EGFP. Der verwendete
Antikorper detektiert spezifisch DDX1. B: In den Prazipitaten mit dem Wildtypfusionsprotein (Spur
1+4) und mit FMRP-I304N (Spur 2) ist DDX1 nachweisbar. Im Kontroll-Extrakt ist kein Protein
nachweisbar (Spur 3). Nach RNAse-Verdau ist DDX1 weiterhin detektierbar (Spur 4), die
Interaktion von FMRP mit DDX1 ist folglich RNA-unabhangig. Verwendete Antikdrper und
Verdinnung siehe Tabelle 4+5. Als ProteingréRenmarker diente PageRuler, prestained Protein
Ladder Plus (Fermentas).

Es zeigen sich Banden in der GroRe von ca. 90 kDa. Das endogene DDX1 ist in
allen drei Zelllysaten nachweisbar (Abbildung 7A, Spur In1, In2, In3), sodass eine
Kreuzreaktivitat des Antikorpers ausgeschlossen werden kann. DDX1 ist sowohl
im Prazipitat des Wildtypfusionsproteins (Abbildung 7B, Spur 1), als auch im
Prazipitat des veranderten Proteins FMRP-I304N (Abbildung 7B, Spur 2)
nachweisbar. DDX1 wird auch nach Abbau der RNA im Prazipitat (Abbildung 7B,
Spur 4) detektiert, sodass die Interaktion nicht RNA-abhangig erfolgt.
Zusammengefasst deuten diese Befunde darauf hin, dass DDX1 ein spezifischer
Interaktionspartner von FMRP ist, sowohl das Wildtypprotein, als auch das

veranderte Protein bindet und die Interaktion RNA-unabhangig erfolgt.
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Abbildung 8: Zellulare Verteilung von DDX1 und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

Immunzytochemische Proteindetektion mittels primarer und sekundarer Antikorper (Verdinnung
und verwendete Antikdrper siehe Tabelle 4+5). A: Darstellung des endogenen FMRP im
perinukledren Zytoplasma. B+D: Detektion von DDX1 und Darstellung im Nucleus und
Zytoplasma. C: Uberlagerung der Farbkanale (FMRP, griner Kanal; DDX1, roter Kanal) zur
Darstellung der Co-Lokalisation beider Proteine im Zytoplasma (Gelbfarbung). E: Darstellung des
Mikrotubuli-Zytoskeletts durch MAP2-Fabung. F: Uberlagerung der Farbkanale (DDX1, griiner
Kanal; MAP2, roter Kanal, DAPI-Kernfarbung, blauer Kanal).

In der Immunzytochemie an Hippokampusneuronen der Ratte ist die Lokalisation
von DDX1 im Nucleus deutlich detektierbar (Abbildung 8B+D, griner Kanal), auch
im Zytoplasma lasst sich endogenes DDX1 nachweisen. Dort ist auch eine Co-
Lokalisation mit FMRP darstellbar, sichtbar an der Gelbfarbung nach Uberlagerung
beider Farbkanale (Abbildung 8C).
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3.3 EF1alpha (Elongation factor 1 alpha)

EF1alpha als GTP-abhangiger Elongationsfaktor spielt eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Proteinsynthese (Miller and Weissbach, 1977).

In1 In2 In3 1 2 3 4

55kDa —

Abbildung 9: Nachweis von endogenem EF1alpha in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitadtschromatographie (B)

Durchfuhrung eines Western Blots zum Nachweis von EF1alpha (verwendete Antikérper und
Verdinnungen siehe Tabelle 4+5). Im Input (A: Spur In1, In2, In3), und im Prazipitat der Zellen mit
Expression von Wildtyp (B: Spur 1+4)- und FMRP-I304N (B: Spur 2)-Fusionsprotein ist EF1alpha
nachweisbar. In der Kontrolle wird kein Protein detektiert (B: Spur 3). Auch nach RNA-Abbau ist
EF1alpha nachweisbar (B: Spur4). Als ProteingréRenmarker diente PageRuler, prestained Protein
Ladder Plus (Fermentas). Fir weitere Erklarungen siehe Abbildung 7.

Nach Inkubation der Membran mit einem monoklonalen AntikOrper gegen
EF1alpha zeigte sich ein Proteinnachweis in der Grof3e von 53 kDa im Western
Blot (Abbildung 9A: Spur In1, In2, In3). Nach Affinitatschromatographie ist das
Protein, mit Ausnahme der EGFP-Kontrolle (Abbildung 9B, Spur 3), in allen drei
aufgefuhrten Prazipitaten nachweisbar (Abbildung 9B: Spur 1, 2 und 4). EF1alpha
zeigte sich als spezifischer Interaktionspartner von FMRP. Da sowohl beim
Wildtypfusionsprotein, als auch beim veranderten Fusionsprotein FMRP-I304N
eine Bande detektiert wird, scheint die Punktmutation die Interaktion nicht zu
beeinflussen. Es ist von einer direkten oder indirekten Protein-Protein-Interaktion
zwischen EF1alpha und FMRP auszugehen, die RNA-unabhangig erfolgt.
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Abbildung 10: Zellulare
Verteilung von EF1alpha und
Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

Durchfiihrung einer
immunzytochemischen  Farbung
(priméare und sekundare
Antikérper mit Verdiinnung siehe
Tabelle 4+5). A+E: Detektion von
EF1alpha im Zytoplasma mit
Aussparung der Dendriten. B:
Detektion des endogenen MAP2
zur Darstellung des Zytoskeletts.
C: Uberlagerung der Farbkanéle
(EF1alpha, gruner Kanal; MAP2,
roter Kanal, DAPI-Kernfarbung,
blau). D: Das endogene FMRP
wird ebenfalls im Zytoplasma
detektiert. F: Die Co-Lokalisation
beider Proteine ist im Zytoplasma
sichtbar (Gelbfarbung). Der
Zellkern ist mit DAPI-Kernfarbung

im blauen Kanal dargestellt.

In der Immunzytochemie lasst sich EF1alpha im Zytoplasma der Nervenzelle unter

Aussparung der peripheren Dendriten nachweisen. EF1alpha zeigt somit ein

ahnliches intrazellulares Verteilungsmuster wie FMRP, die Co-Lokalisation beider

Proteine wird bei Uberlagerung der Farbkanale durch die Gelbfarbung sichtbar

(Abbildung 10F).
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3.4 NONO (Non-POU domain-containing octamer-binding
protein)

Ein weiteres Protein, das in der Massenspektometrie als putativer

Interaktionspartner von FMRP detektiert wurde, ist das Protein NONO. NONO st

an der Regulation der Transkription beteiligt (Basu et al., 1997, Dong et al., 2007,
Park et al., 2013).

A B
In1 In2 In3 1 2 3 4
72 kDa
EE KD e i it —
55kDa — . - ——

Abbildung 11: Nachweis von endogenem NONO in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitadtschromatographie (B)

Nachweis von NONO in Zelllysaten vor Affinitdtschromatographie (A: Spur In1, In2, In3) im Western
Blot. Im Prazipitat mit Expression von Wildtyp (B: Spur 1+4)- und FMRP-I304N (B: Spur 2)-
Fusionsprotein ist NONO nachweisbar. Auch nach RNAse-Verdau wird NONO detektiert (B: Spur
4). In der EGFP-Kontrolle erfolgt kein Proteinnachweis (B: Spur 3). Die ProteingréRe wurde mittels
PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas) ermittelt. Verwendete Antikérper und
Verdinnungen siehe Tabelle 4+5. Fir weitere Erlauterungen siehe Abbildung 7.

Der verwendete monoklonale Antikdrper gegen NONO erkennt spezifisch ein
Protein mit der GroRe von ca. 56 kDa (Abbildung 11A, Spur In1, In2, In3). Die
Prazipitate, die FMRP enthalten, enthalten ebenfalls NONO (Abbildung 11B, Spur,
1,2 und 4). In der Kontrolle wird kein Protein detektiert (Abbildung 11B, Spur 3).
NONO lasst sich demnach als Interaktionspartner von FMRP und FMRP-I1304N
nachweisen. Die Interaktion erfolgt Uber eine Protein-Protein-Interaktion, die
offensichtlich nicht von der intakten KH2-Domane des FMRP abhangig ist.

40



Abbildung 12: Zellulare Verteilung von NONO und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

Die Proteindetektion erfolgte mittels Immunzytochemie (verwendete Antikdrper und Verdlinnungen
siehe Tabelle 4+5). A: Nachweis des endogenen FMRP im Zytosol und im Nucleus. B+D:
Detektion von NONO im Nucleus mit granularer Verdichtung. C: Eine Co-Lokalisation von NONO
und FMRP erfolgt nicht. E: Darstellung des neuronalen Zytoskeletts durch MAP2-Farbung. F:
Uberlagerung der Kanale (NONO, griiner Kanal; MAP2, roter Kanal; DAPI-Kernfarbung, blauer
Kanal).

Im immunzytochemischen Nachweis in kultivierten Rattenneuronen aus dem
Hippocampus lasst sich NONO nahezu ausschliel3lich im Zellkern detektieren, hier
zeigen sich inhomogene Verdichtungen in Form von Granula (Abbildung 12B).
Das Zytoplasma ist nicht gefarbt. Bei Uberlagerung der Farbkanéle fiir FMRP und
NONO lasst sich keine Co-Lokalisation nachweisen. Moglicherweise kommt es nur

zu einer transienten Interaktion beider Proteine im Zellkern.
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3.5 PRKDC (Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic
Polypeptide)

PRKDC ist eine Proteinkinase und Dbeeinflusst die Aktivitat von

Transkriptionsfaktoren (Gottlieb and Jackson, 1993).

in1 In2 In3 1 2 3 4

250 kDa ——

Abbildung 13: Nachweis von endogenem PRKDC in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitadtschromatographie (B)

Durchfuhrung eines Western Blots (verwendete Antikdrper und Verdinnung siehe Tabelle 4+5).
Nachweis von PRKDC im Zellextrakt (A: Spuren In1, In2, In3) und in den Prazipitaten mit
Expression des Wildtypproteins, sowohl mit als auch ohne RNAse-Behandlung, (B: Spur 1+4), und
des veranderten Protein FMRP-I304N (B, Spur 2). Im Kontroll-Prazipitat zeigt sich keine Bande (B:
Spur 3). Ermittlung der Proteingrofle mittels PageRuler, prestained Protein Ladder Plus

(Fermentas). Fir weitere Erlauterungen siehe Abbildung 7.

Das Protein PRKDC konnte sowohl in den Kontrollen (Abbildung 13A, Spur In1,
In2, In3) als auch in allen Prazipitaten, die FMRP beinhalten, nachgewiesen
werden (Abbildung 13B, Spur 1,2 und 4). Auch nach RNA-Abbau zeigt sich ein
Proteinnachweis (Abbildung 13B, Spur 4). PRKDC lasst sich somit ebenfalls als
spezifischer Interaktionspartner von FMRP nachweisen, der Uber eine Protein-
Bindung unabhangig von RNA mit FMRP interagiert. Es zeigt sich kein
verandertes Bindungsverhalten zum Protein FMRP-1304N.

42



Abbildung 14: Zellulare Verteilung von PRKDC und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

Mittels Immunzytochemie erfolgte eine intrazellulare Proteindetektion (verwendete Antikdrper und
Verdinnung siehe Tabelle 4+5). A: Darstellung des endogenen FMRP im Zytoplasma. B:
Lokalisation von PRKDC im Zytoplasma mit granuldrem Verteilungsmuster. C: Es findet sich eine
Co-Lokalisation im perinukledren Zytoplasma, sichtbar an den gelben Granula. D: Uberlagerung
aller Farbkanale (FMRP, roter Kanal; PRKDC, griner Kanal; DAPI-Kernfarbung, blauer Kanal).

Der Lokalisationsnachweis des endogenen PRKDC mittels Immunzytochemie in
Hippocampusneuronen der Ratte zeigt eine deutliche Ansammlung im
perinuklearen Zytoplasma. Im Zellkern und in den peripheren Dendriten lasst sich
das Protein nicht detektieren (Abbildung 14B). Beide endogenen Proteine co-
lokalisieren im perinuklearen Zytoplasma in Granula, was sich an der Gelbfarbung
bei Uberlagerung der beiden Farbkanéle fiir FMRP und PRKDC zeigt (Abbildung
14C).
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3.6 RPS6 (40S ribosomal protein S6)

Ein weiteres vielversprechendes Protein, das unabhangig von den Ergebnissen
der Massenspektometrie untersucht wurde, ist RPS6. Es ist eine Komponente der
40S-Untereineinheit der Ribosome (Robledo et al., 2008) und ist als solches an

der Proteinbiosynthese beteiligt (Ruvinsky et al., 2005).

In1 In2 In3 1 2 3 4
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Abbildung 15: Nachweis von endogenem RPS6 in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitatschromatographie (B)

Nachweis von RPS6 im Zellextrakt (A: Spur In1, In2, In3) und im Prazipitat mit Expression von
Wildtyp (B: Spur 1+4)- und FMRP-I304N (B: Spur 2)-Fusionsprotein mittels Western Blot. RPS6
kann auch nach Behandlung des Prazipitats mit RNAse detektiert werden (B: Spur 4). In der
Kontrolle ist kein Protein nachweisbar (B: Spur 3). Der PageRuler, prestained Protein Ladder Plus
(Fermentas) diente als ProteingréRenmarker. Die verwendeten Antikérper und Verdinnungen sind

in Tabelle 4+5 dargestellt. FUr weitere Erlauterungen siehe Abbildung 7.

In der Immundetektion mit spezifischem Antikorper gegen RPS6 kann eine
Proteinbande der GroRe 32 kDa detektiert werden (Abbildung 15 A+B). Es zeigen
sich spezifische Banden in allen mit FMRP-beladenen Fraktionen (Abbildung 15B,
Spur 1, 2+4). Die Kontrolle zeigt keinen Proteinnachweis (Abbildung 15B, Spur 3).
RPS6 ist folglich ein spezifischer Interaktionspartner von FMRP, die Assoziation
scheint RNA-unabhangig zu erfolgen. Die veranderte KH2-Domane in FMRP-
I304N beeinflusst die Interaktion nicht.
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Abbildung 16: Zellulare Verteilung von RPS6 und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

A: Immunzytochemischer Nachweis von FMRP im Zytoplasma und Nucleus. B: RPS6 kann im
Nucleus mit spezieller Konzentration in Granula und im Zytoplasma detektiert werden. C: Eine Co-
Lokalisation beider Proteine zeigt sich im Zytoplasma (Gelbfarbung). D: Uberlagerung aller
Farbkanadle (FMRP, roter Kanal, RPS6 griner Kanal, DAPI-Kernfarbung, blauer Kanal).
Verwendete Antikdrper und Verdiinnung siehe Tabelle 4+5).

Einen weiteren Hinweis auf eine Assoziation von RPS6 und FMRP zeigt sich in der
Immunzytochemie an Rattenneuronen. RPS6 lasst sich mit granularem
Zeichnungsmuster sowohl im Zellkern, insbesondere in den Nucleoli, als auch im
gesamten Zellplasma bis zu den peripheren Dendriten nachweisen (Abbildung
16B). Eine Co-Lokalisation mit FMRP lasst sich vor allem im perinuklearen
Zytoplasma detektieren, sichtbar an der Gelbfarbung nach Uberlagerung der
Farbkanale von FMRP und RPS6 (Abbildung 16C).
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3.7 ILF3 (Interleukin enhancer-binding factor 3)

Das Protein ILF3 ist vermutlich bei der Regulation der Genexpression (Reichman
et al., 2002, Reichman and Mathews, 2003, Reichman et al., 2003, Nakadai et al.,
2015) und der Stabilisierung von mRNAs beteiligt (Shim et al., 2002). Durch
alternatives Spleilen entstehen verschiedene Isoformen des Proteins (Duchange
et al., 2000)
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Abbildung 17: Nachweis von endogenem ILF3 in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitatschromatographie (B)

Detektion der Proteine mittels Western Blot (verwendete Antikérper und Verdiinnung siehe Tabelle
4+5). Der PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas) diente als GréRenmarker.

Der Antikorper gegen ILF3 erkennt 3 Isoformen ( A: Spur In1, In2, In3). Von diesen Isoformen sind
nur zwei nach Affinitadtschromatographie nachweisbar (B: Spur 1-4), wobei die groRere Isoform in
der Kontrolle negativ ist, die kleinere Isoform in der Kontrolle einen Proteinnachweis zeigt (B: Spur
3). Im Prazipitat mit Expression des Wildtypproteins nach RNAse-Verdau zeigt sich bei der
kleineren Isoform eine schwéachere Bande als vor der RNAse-Zugabe (B: Spur 4), dies weist auf

eine Interaktion mittels RNA hin. Fur weitere Erlauterungen siehe Abbildung 7.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Prazipitate erfolgte die Detektion von
ILF3 mittels spezifischem Antikorper. In der Analyse der Kontrollen werden drei
Proteine unterschiedlicher Grolde detektiert (Abbildung 17A). Hierbei handelt es
sich moglicherweise um unterschiedliche bekannte Isoformen des Proteins. In der
Analyse der Prazipitate sind nur noch zwei Proteine in den Grof3en 110 kDa und
90 kDa nachweisbar (Abbildung 17B). Die Proteinisoform in der GroRe 110 kDa
lasst sich in allen mit FMRP beladenen Prazipitatfraktionen detektieren (Abbildung
17B, Spur 1, 2+4), die EGFP-Kontrolle ist negativ (Abbildung 17B, Spur 3). Es
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zeigt sich also eine spezifische Interaktion zwischen ILF3-110 kDa und FMRP bzw.
FMRP-1304N, die RNA-unabhangig erfolgt.

Im Proteinnachweis der 90 kDa-Isoform zeigt sich eine schwache Bande in der
EGFP-Kontrolle (Abbildung 17B, Spur 3). Nach RNAse-Verdau (Abbildung 17B,
Spur 4) ist im Vergleich zum reinen Wildtypprazipitat und dem Prazipitat des
veranderten Proteins FMRP-I304N (Abbildung 17B, Spur 1+2) eine sehr viel
geringere Menge an Protein detektierbar. Diese Proteinisoform scheint also kein
spezifischer Interaktionspartner zu sein, da sie sich auch unabhangig von der
Anwesenheit von FMRP nachweisen lasst und eine unspezifische Interaktion mit
EGFP zeigt. Eine Interaktion mit FMRP ist jedoch trotzdem zu vermuten, da die
Bande in Spur 3 (Abbildung 17B) deutlich schwacher ausgepragt ist als in den
Spuren 1 und 2. Das vorliegende Ergebnis deutet auf eine RNA-abhangige,

moglicherweise uber RNA-Molekule vermittelte Interaktion der Proteine hin.
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Abbildung 18: Zellulare Verteilung von ILF3 und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

A: Nachweis von FMRP im Zytoplasma. B+D: ILF3 kann im Nucleus und Zytoplasma detektiert
werden. C: Eine Co-Lokalisation beider Proteine ist vereinzelt im Zytoplasma an einer Gelbfarbung
nachweisbar (mit zuséatzlicher DAPI-Kernfarbung, blauer Kanal). E: Detektion des endogenen
MAP2. F: Uberlagerung der Farbkandle (ILF3, griiner Kanal, MAP2, roter Kanal, DAPI-
Kernfarbung, blauer Kanal). Eine Ubersicht (iber die verwendeten Antikérper und Verdiinnungen
der Immunzytochemie zeigt Tabelle 4+5.

Ein weiterer Hinweis auf eine Assoziation von FMRP mit ILF3 zeigt sich in den
immunzytochemischen Aufnahmen. ILF3 lasst sich sowohl im Nucleus, als auch
im Zytoplasma bis in die peripheren Dendriten von Rattenneuronen aus dem
Hippocampus nachweisen (Abbildung 18 B+D). Es zeigt sich eine Co-Lokalisation
von FMRP und ILF3 vor allem im kernnahen Zytoplasma der Zelle (Abbildung
18C).
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3.8 hnRNP-H und hnRNP M1-M4 (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein)

Uber die Funktion von hnRNP-H und -M ist bekannt, dass sie Bestandteile von
hnRNP-Komplexen sind (Dreyfuss et al., 1993) und die Fahigkeit besitzen pra-
MRNAs zu binden (Datar et al., 1993). Sie sind Splei3-Regulatoren (Paul et al.,
2006) und koénnen den Transport von spezifischer mRNA aus dem Nucleus
verhindern (Kim et al., 2005).
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Abbildung 19: Nachweis von endogenem hnRNP-H in Extrakten von HEK 293-Zellen nach
Transfektion vor (A) bzw. nach Affinitatschromatographie (B)

Nachweis von hnRNP-H mittels Western Blot in Zelllysaten. Im Lysat vor Prazipitation wird hnRNP-
H detektiert (A: Spur In1, In2, In3). hnRNP-H ist auch im Prazipitat mit dem Wildtypfusionsprotein
(B: Spur 1+4) und dem Fusionsprotein FMRP-I304N (B: Spur 2) nachweisbar. Im Kontroll-Prazipitat
zeigt sich ebenfalls eine schwache Bande (B: Spur 3), die auf eine zusatzliche unspezifische
Reaktion mit EGFP hindeutet. Nach RNA-Behandlung wird ebenfalls hnRNP detektiert (B: Spur 4).
Verwendete Antikérper und Verdliinnungen siehe Tabelle 4+5. Ermittlung der Proteingrofie mittels
PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas). Fir weitere Erlduterungen siehe
Abbildung 7.
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Abbildung 20: Nachweis von endogenem hnRNP M1-M4 in Extrakten von HEK 293-Zellen
nach Transfektion vor (A) bzw. nach Affinititschromatographie (B)

Nachweis des Proteins hnRNP-M1-M4 im Zelllysat (A: Spur In1, In2, In3), in den Prazipitaten mit
Expression des Wildtypfusionsproteins vor und nach RNAse-Behandlung (B: Spur 1+4) und des
Fusionsproteins FMRP-1304N (B: Spur 2). Im Kontroll-Prazipitat zeigt sich ebenfalls eine schwache
Bande (B: Spur 3), die auf eine zusatzliche unspezifische Reaktion mit EGFP hindeutet. Die fur die
Durchfiihrung des Western Blots verwendeten Antikérper und Verdiinnungen sind in Tabelle 4+5
dargestellt. Als ProteingroBenmarker diente der PageRuler, prestained Protein Ladder Plus

(Fermentas). Fir weitere Erlauterungen siehe Abbildung 7.

Mittels Antikorper werden beide Proteine in einer Grof3e von ca. 56 kDa (hnRNP-
H) und von ca. 77 kDa (hnRNP-M) detektiert (Abbildung 19A+20A). Beide
Proteine sind in den Prazipitaten von FMRP (mit und ohne RNAse-Zusatz) und
FMRP-1304N nachweisbar (Abbildung 19B+20B, Spur 1, 2 und 4). In der Kontrolle
(Abbildung 19B+20B, Spur 3) werden die Proteine ebenfalls in einer schwachen
Bande detektiert und sind somit auch unabhangig von FMRP nachweisbar.
hnRNP-H und -M scheinen an EGFP oder die Matrix zu binden. Beide Proteine
konnen somit nicht als spezifische Interaktionspartner von FMRP identifiziert
werden. Die Bande in der Spur 3 (Abbildung 19B+20B) ist jedoch deutlich
schwacher als in den anderen Prazipitaten, sodass eine Interaktion mit FMRP
dennoch wahrscheinlich ist. Diese Interaktion findet Uber eine indirekte oder

direkte Protein-Protein-Interaktion statt.
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Abbildung 21: Zellulare Verteilung von hnRNP-H und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

Immunzytochemische Proteindetektion mittels primarer und sekundarer Antikdrper (verwendete
Antikérper und Verdinnung siehe Tabelle 4+5). A: Darstellung des endogenen FMRP im
Zytoplasma und Nucleus. B+D: hnRNP-H wird ausschlielich im Nucleus dargestellt. C: Bei
Uberlagerung der Kanale (hnRNPH, griiner Kanal; FMRP, roter Kanal) ist keine Co-Lokalisation
von hnRNP-H und FMRP nachweisbar. E: Detektion von MAP2. F: Uberlagerung der Kanale
(hnRNP-H, griner Kanal; MAP2, roter Kanal).
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Abbildung 22: Zelluldre Verteilung von hnRNP M1-M4 und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

A: In der immunzytochemischen Detektion wird FMRP im Zytoplasma und Nucleus nachgewiesen.
B+D: hnRNP M1-M4 wird im Nucleus lokalisiert. C: In der Uberlagerung beider Farbkanale (FMRP,
roter Kanal; hnRNP M1-M4, griiner Kanal) zeigt sich keine Co-Lokalisation. E: Darstellung von
MAP2. F: Uberlagerung der Kanale (hnRNP M1-M4, griiner Kanal; MAP2, roter Kanal; DAPI-

Kernférbung, blau). Die verwendeten Antikdrper und Verdunnungen sind in Tabelle 4+5 dargestellt.

hnRNP-H und hnRNP-M zeigen nach immunzytochemischer Farbung ein
ahnliches Verteilungsmuster in Hippocampusneuronen der Ratte. Beide Proteine
lassen sich ausschliel3lich im Zellkern nachweisen (Abbildung 21B+D und
Abbildung 22B+D). Eine signifikante Co-Lokalisation mit FMRP Iasst sich nicht
detektieren (Abbildung 21C+22C).
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3.9 PCBP1 und PCBP2 (Poly(rC)-binding protein)
PCBP1 und 2 finden sich in den processing-bodies (Fujimura et al., 2008,

Fujimura et al., 2009) und haben einen Einfluss auf die Translation (Blyn et al.,

1997) und auf die Transkriptionsregulation bestimmter Gene (Thakur et al., 2003,
Choi et al., 2008).
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Abbildung 23A und B (B: verlangerte Belichtungszeit): Nachweis von endogenem PCBP1 in
Extrakten von HEK 293-Zellen nach Transfektion vor bzw. nach Affinitatschromatographie
Proteindetektion mittels Western Blot (verwendete Antikdrper und Verdlnnung siehe Tabelle 4+5).
Der PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas) diente als Gré3enmarker.

Nachweis des Proteins PCBP1 im Zelllysat (A+B: Spur In1, In2, In3). Nach Prazipitation I&sst sich
kein Protein detektieren (A+B: Spur 1-4), eine Interaktion von FMRP und PCBP1 findet nicht statt.
Die Rotfarbung in B resultiert aus einer Uberbelichtung. Auch hier ist kein PCBP1 zu detektieren.
Weitere Erklarung siehe Abbildung 7.
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Abbildung 24A und B (B: verldngerte Belichtungszeit): Nachweis von endogenem PCBP2 in
Extrakten von HEK 293-Zellen nach Transfektion vor bzw. nach Affinitatschromatographie

Im Zelllysat kann PCBP2 detektiert werden (A+B: Spur In1, In2, In3). In den Lysaten nach
Prazipitation lasst sich kein Protein detektieren (A+B: Spur 1-4), es kommt zu keiner Interaktion
zwischen PCBP2 und FMRP. In B kommt es durch eine Uberbelichtung zur Rotfarbung der
Banden. Die fir den Western Blot verwendeten Antikérper und die Verdiinnung finden sich in
Tabelle 4+5. Als GroRenmarker diente der PageRuler, prestained Protein Ladder Plus (Fermentas).

Weitere Erlauterungen siehe Abbildung 7.

In der Immundetektion nach Western Blot lassen sich Proteine der Grofze 38 kDa
und 39 kDa detektieren (Abbildung 23+24, Spur In1, In2, In3). In den Prazipitaten
ist kein Protein nachweisbar (Abbildung 23+24, Spur 1, 2+4). Auch nach deutlicher
Uberbelichtung durch Verlangerung der Belichtungszeit (Rotfarbung der Banden in
Abbildung 23B+24B) zeigen sich nur in der ,Qualitatskontrolle® Banden als
Zeichen fur eine spezifische Antikorperbindung an PCBP 1 und 2. In der
Auswertung lasst sich somit zeigen, dass PCBP1 und 2 keine Interaktion mit
FMRP eingehen.
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Abbildung 25: Zellulare Verteilung von PCBP1 und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

Proteindetektion mittels Immunzytochemie (verwendete Antikérper und Verdiinnung siehe Tabelle
4+5). A: Darstellung des endogenen FMRP im Zytoplasma und im Nucleus. B+D: Das Protein
PCBP1 ist im Zytoplasma und im Nucleus lokalisiert. C: Bei Uberlagerung der Farbkanale (FMRP,
roter Kanal; PCBP1, griner Kanal) zeigt sich eine Co-Lokalisation (Gelbfarbung) im Nucleus und
im Zytoplasma. E: Darstellung des neuronalen Zytoskeletts mittels MAP2-Farbung. F:
Uberlagerung der Kanale (PCBP1, griiner Kanal; MAP2, roter Kanal; DAPI-Kernfarbung, blauer
Kanal).
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Abbildung 26: Zelluldire Verteilung von PCBP2 und Co-Lokalisation mit FMRP in
Hippokampusneuronen (Ratte)

A: Immunzytochemischer Nachweis von FMRP im Zytoplasma. B+D: Detektion von PCBP2 im
Nucleus und Zytoplasma. C: Eine Co-Lokalisation von FMRP und PCBP2 zeigt sich im Zytoplasma
(Gelbfarbung) bei Kanalliberlagerung (FMRP, roter Kanal; PCBP2, griner Kanal). E: MAP2-
Detektion. F: Uberlagerung der Kanile (PCBP2, griiner Kanal; MAP2, roter Kanal, DAPI-
Kernfarbung, blauer Kanal). Tabelle 4+5 zeigen eine Ubersicht der verwendeten Antikérper und
VerdUnnungen.

In der immunzytochemischen Farbung von Rattenneuronen zeigen sich PCBP1
und 2 in gleichmaRiger granularer Verteilung im Zellkern und Zytoplasma, wobei
das perinukledre Zytoplasma eine ebenso starke Fluoreszenz zeigt wie der
Zellkern (Abbildung 25B+D und Abbildung 26B+D). Eine Co-Lokalisation mit
FMRP lasst sich im Zytoplasma nachweisen (Gelbfarbung bei Uberlagerung der
Farbkanale) (Abbildung 25C+26C). Mit PCBP1 zeigt sich auch im Nucleus eine
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Co-Lokalisation (Abbildung 25C).

Obwonhl

beide Proteine

in Neuronen in

identischen Abschnitten der Zellen gemeinsam vorliegen, scheinen sie nicht

miteinander zu assoziieren.

Abschlieend erfolgt die zusammenfassende Darstellung der oben gezeigten

Ergebnisse als tabellarische Ubersicht (Tabelle 6+7).

Tabelle 6: Ergebnisse Western Blot nach Affinititschromatographie transfezierter HEK-

Zellen

Detektiertes Spezifische Bindung an RNA- Protein- Bindung an

Protein Bindung an |FMRP-1304N abhidngige |Protein- GFP
FMRP Interaktion |Interaktion

DDX1 X - - X -

EF1alpha X - - X -

NONO X - - X -

PRKDC X - - X -

RPS6 X - - X -

ILF3 - - X X X

-90 kDa-Isoform

ILF3 X - - X -

-110 kDa-Isoform

hnRNP-H - - - X X

HnRNP M1-M4 - - - X X

PCBP1 - - - - -

PCBP2 - - - - -
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Tabelle 7: Ergebnisse Immunzytochemie an kultivierten Hippocampusneuronen der Ratte

Protein Lokalisation | Protein- Protein- Co-
laut lokalisation bei | lokalisation bei Lokalisation
www.uniprot | zusatzlicher zusatzlicher mit FMRP
.org MAP2-Farbung | FMRP-Farbung

PRKDC Nucleus Zytoplasma Zytoplasma Zytoplasma

(Granula)

NONO Nucleus Nucleus Nucleus -

ILF3 Nucleus, Nucleus, Nucleus, Zytoplasma
Nucleolus, Zytoplasma Zytoplasma
Zytoplasma

DDX1 Zytoplasma Nucleus Nucleus > Zytoplasma
(Granula) >Zytoplasma Zytoplasma

EF1alpha | Zytoplasma Zytoplasma Zytoplasma Zytoplasma

RPS6 Nucleolus, Nucleolus Nucleolus> Zytoplasma
Zytoplasma Zytoplasma

hnRNP-H | Nucleus> Nucleus Nucleus -
Zytoplasma

hnRNP Nucleus> Nucleus Nucleus -

M1-M4 Zytoplasma

PCBP1 Nucleus, Nucleus, Nucleus, Zytoplasma,
Zytoplasma Zytoplasma Zytoplasma wenig

Nucleus

PCBP2 Nucleus, Nucleus, Nucleus, Zytoplasma

Zytoplasma Zytoplasma Zytoplasma
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4 Diskussion

Der funktionelle Verlust des Proteins FMRP bewirkt den Phanotyp des Fragilen X
Syndroms (Gedeon et al., 1992, Wohrle et al., 1992, De Boulle et al., 1993).
FMRP ist ein RNA-bindendes Protein (Ashley et al., 1993a). Vermutlich spielt es
praferentiell bei der Regulation der Translation eine Rolle (Khandjian et al., 1996,
Feng et al.,, 1997a). Insbesondere scheint es als Repressor der Translation zu
fungieren (Laggerbauer et al, 2001, Darnell et al, 2011). Einige
Interaktionspartner von FMRP sind bereits identifiziert (siehe 1.4). Trotzdem ist die
genaue molekulare Wirkweise von FMRP in Zellen bislang unklar. Ziel dieser
Arbeit ist, zu validieren, ob einige der putativen Interaktionspartner tatsachlich in
Zellen mit FMRP assoziiert sind und ob sie ein unterschiedliches
Bindungsverhalten gegenuber der mutierten Proteinform FMRP-I304N zeigen. Aus
den Ergebnissen sollen anhand der Charakterisierung der Interaktionspartner
Hypothesen Uber die Funktion von FMRP entwickelt werden. Dies ist notwendig
als Grundlage fur weitere Forschung bezuglich therapeutischer Ansatze beim

Fragilen X-Syndrom.

In der Arbeitsgruppe Kindler wurde eine GFP-Trap-Affinitatschromatographie
(siehe 2.2.3.1) mit FMRP-EGFP und eine anschlieBende Analyse der im Prazipitat
vorhandenen Proteine mittels Massenspektometrie durchgeflhrt. Es konnten 50
Proteine identifiziert werden, die als mdgliche Interaktionspartner in Frage
kommen. Einige dieser Proteine verfigen uber eine DNA- und/oder RNA-
Bindungsfahigkeit. In der vorliegenden Arbeit wurden 10 Proteine dieser Gruppe
auf ihr Interaktionsmuster mit FMRP untersucht, da vermutet wurde, dass sich
hierunter Proteine mit wichtigem regulatorischen Einfluss befinden kénnten. Die
untersuchten Proteine kdnnen anhand ihrer molekularen Funktion in verschiedene
Gruppen eingeteilt werden (siehe Abbildung 27). Mittels immunzytochemischer

Farbungen von Rattenneuronen konnten sie intrazellular lokalisiert werden.
In einer immunzytochemischen Farbung von endogenem FMRP in primaren

Hippokampusneuronen der Ratte zeigte sich die Lokalisierung von FMRP primar

im Zytosol des Zellkérpers und in den Dendriten, mit leicht granularem
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Verteilungsmuster. In einigen Neuronen ist FMRP jedoch auch im Nucleus
nachweisbar. Dies entspricht den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen
(Devys et al.,, 1993, Feng et al., 1997b, Tamanini et al., 1997). Prinzipiell ist
aufgrund der beschriebenen intrazellularen Lokalisationen des FMRP davon
auszugehen, dass putative Interaktionspartner des FMRP im Zytosol zu finden
sein  konnten. In der vorliegenden Arbeit konnten zusatzlich auch
Interaktionspartner von FMRP ermittelt werden, deren Lokalisation primar der
Nucleus ist, bzw. die sich als ,Pendel“-Proteine zwischen Nucleus und Zytoplasma

hin und her bewegen.

Es folgt eine Betrachtung aller untersuchten Proteine, sowie ihre funktionelle
Einordnung und mdgliche molekulare Interaktion mit FMRP. Ihre Besprechung
erfolgt anhand einer Einteilung in Gruppen abgeleitet von der intrazellularen
Funktion. Die Proteine PRKDC, NONO und ILF3 sind an der Regulation der
Transkription beteiligt, wahrend die Proteine DDX1, EF1alpha und RPS6 in die
Translationsregulation involviert sind. Zusatzlich lasst sich eine Ubergreifende
dritte Gruppe bilden, die Proteine beinhaltet, die ,Pendel*-Proteine sind und
vermutlich zusatzlich fur den mRNA-Transport bedeutsam sind. Hierzu zahlen die
Proteine NONO, ILF3 und DDX1.
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Beteiligung an
Translation

PRKDC NONO ILF3 DDX1 EF1alpha RPS6

Abbildung 27: Einteilung der Interaktionspartner von FMRP nach ihrer molekularen
Funktionsweise.

Die Proteine PRKDC, NONO und ILF3 sind an der Transkriptionsregulation beteiligt, die Proteine
DDX1, EF1alpha und RPS6 in die Translation involviert. Die Proteine NONO, ILF3 und DDX1

fungieren zusatzlich als ,Pendel“-Proteine.

Das Bindungsverhalten aller ermittelten Interaktionspartner erfolgt RNA-
unabhangig Uber direkte oder indirekte Protein-Protein Interaktionen. Bei keinem
der untersuchten Proteine zeigte sich aufgrund des Aminosaureaustausches in
der KH2-Doméane von FMRP-I304N im Gegensatz zum Wildtypprotein eine
veranderte Interaktion. Somit liefern die untersuchten Proteine keinen Hinweis auf

die molekulare Ursache der Pathologie des Fragilen X Syndroms.

Proteine mit Beteiligung an der Transkriptionsrequlation

PRKDC

PRKDC ist die katalytische Untereinheit einer DNA-abhangigen nuklearen
Proteinkinase (DNA-PK). Die zweite Komponente dieser Kinase ist das Protein
XRCC6, das die DNA-bindende Komponente bildet. Beide Untereinheiten
interagieren Uber eine Proteinbindung (Gottlieb and Jackson, 1993). XRCC6
konnte in der AG Kindler bereits als Interaktionspartner von FMRP identifiziert
werden. Die DNA-PK phosphoryliert Transkriptionsfaktoren in Anwesenheit von
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Doppelstrang-DNA und verandert so deren Aktivitat (Gottlieb and Jackson, 1993).
In der vorliegenden Arbeit konnte PRKDC ebenfalls als spezifischer
Interaktionspartner von FMRP identifiziert werden. Die Interaktion erfolgt Gber eine
indirekte oder direkte Protein-Protein-Bindung, da sie auch nach RNAse-
Behandlung fortbesteht. Es liegt die Vermutung nahe, dass regulatorische
Proteine mit PRKDC als katalytischer Untereinheit eine Interaktion eingehen und
somit eine Veranderung der Transkription bewirken. Es ist zu vermuten, dass
FMRP als regulatorisches Protein in dieser Art und Weise mit dem Protein PRKDC
interagiert und die Transkription beeinflusst. Somit hatte das FMRP nicht nur auf
die Translation, sondern auch auf die Transkription einen Einfluss. In der
immunzytochemischen Farbung wurde das PRKDC im Zytoplasma mit granularem
Verteilungmuster lokalisiert, nuklear war kaum PRKDC darstellbar. Dies ist
aufgrund der beschriebenen Proteinfunktion als Interaktionspartner von
Transkriptionsfaktoren ein unerwartetes Ergebnis, findet die Transkription bei
Eukaryonten doch im Zellkern statt (Alberts et al., 2008). Es bleibt zu untersuchen,
ob PRKDC in Bindung an FMRP eine zusatzliche bisher unbekannte Funktion
innehat, die im Zytoplasma lokalisiert ist. Aufgrund der Detektion beider Proteine
im Nucleus ist ein Zusammenspiel in der Transkriptionsregulation moglich. Wegen
der deutlichen Co-Lokalisation im Zytoplasma ist eine gemeinsame Funktion z.B.
in der Regulation der Translation anzunehmen. Bislang ist aber unklar, oo PRKDC

bei der Translationskontrolle von Bedeutung ist.

NONO

Das untersuchte Protein NONO ist ein DNA- und RNA-bindendes Protein (Yang et
al., 1993), das in die konservierte Familie der DBHS (Drosophia behavior/human
splicing)-Proteine gehoért (Dong et al.,, 1993). Auf Ebene der Transkription wirkt
NONO aktivierend, indem es u.a. an Promotoren bindet (Basu et al., 1997, Dong
et al., 2007, Park et al., 2013). Eine weitere Funktion von NONO ist die Retention
von Uberexprimierter mMRNA im Nucleus und die Kontrolle des Exports von selektiv
editierter mMRNA (Zhang and Carmichael, 2001). NONO konnte in der vorliegenden
Arbeit als spezifischer Interaktionspartner von FMRP identifiziert werden. Die

Interaktion erfolgt mittels direkter oder indirekter Protein-Protein-Interaktion. Dass
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FMRP eine entscheidende Rolle fur den RNA-Transportprozess aus dem Nucleus
ins Zytoplasma spielt, wird seit einigen Jahren angenommen (Eberhart et al.
1996). Eine Interaktion von FMRP mit dem Protein NONO ist vor diesem
Hintergrund folglich gut moéglich und kénnte wahrend dieses Transportprozesses
erfolgen. Dass sowohl FMRP als auch NONO in RNA-transportierendem Granula
gefunden wurden (Kanai et al., 2004) unterstutzt diese Hypothese. In der
immunzytochemischen Farbung lasst sich das Protein NONO ausschliel3lich im
Zellkern detektieren, eine deutliche Co-Lokalisation von FMRP und NONO ist nicht
nachweisbar. Moglicherweise kommt es also nur zu einer transienten Interaktion
im Zellkern. Bemerkenswert ist, dass es bei Fehlen von NONO sowohl bei
Menschen, als auch bei NONO-Knockout-Mausen zu einer intellektuellen
Beeintrachtigung und erhdhter Schiichternheit/Angstlichkeit kommt (Mircsof et al.,
2015), Symptome, die (wie oben beschrieben) auch beim Fragilen X-Syndrom zu
finden sind. Ob das Fehlen von FMRP einen Einfluss auf die zellulare
Konzentration von NONO hat und somit zu dieser Symptomatik beitragt, ware eine

interessante weiterflihrende Fragestellung.

ILF3

ILF3 ist ein dsRNA-bindendes Protein (Patel et al., 1999), dessen Funktion in
einer Regulation der Genexpression (Reichman et al., 2002, Reichman and
Mathews, 2003, Reichman et al.,, 2003, Nakadai et al., 2015) und einer
Stabilisierung von mRNAs besteht (Shim et al., 2002). Die Beeinflussung der
Transkription erfolgt als Coaktivator, u.a. im Komplex mit ILF2, durch direkte
Bindung an Enhancer und Promotoren (Nakadai et al., 2015) und kann sowohl
aktivierend als auch supprimierend wirken (Reichman et al., 2002, Reichman and
Mathews, 2003). Es gibt verschiedene Isoformen des Proteins, die durch
alternatives SpleiRen entstehen (Duchange et al.,, 2000). Fur ILF3 und seine
SpleilRvarianten existieren eine Vielzahl unterschiedlicher Namen (Castella et al.,
2015). In der vorliegenden Arbeit wurden 3 Proteine unterschiedlicher GrofRe
detektiert. Die grofte Proteinisoform (ILF3-110 kDa) zeigte eine spezifische
Interaktion mit FMRP Uber eine Proteinbindung. Die ILF3-90 kDa-Isoform zeigte

keine spezifische Bindung an FMRP. Eine schwache Interaktion ist aber dennoch
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zu vermuten, da sie in Anwesenheit von FMRP verstarkt prazipitiert wird. Eine
Interaktion von ILF3 mit FMRP findet moglicherweise wahrend des mRNA-
Transports aus dem Nucleus ins Zytoplasma statt. Hierzu passend, konnte in der
Literatur gezeigt werden, dass ILF3 in die Retention von mRNA im Zellkern und in
die Umverteilung nukledrer mRNA ins Zytosol in Assoziation an RNP-Komplexe
involviert ist (Pfeifer et al., 2008). Auch der immunzytochemische Nachweis einer
Co-Lokalisation von FMRP mit ILF3 im Nucleus und Zytoplasma unterstutzt diese
Hypothese. Inwiefern FMRP moglicherweise auch auf die unmittelbare
Transkriptionsregulation Uber ILF3 einen Einfluss hat, ware eine interessante

Fragestellung weiterer Untersuchungen.

Proteine mit Beteiligung an der Translation

DDX1, EF1alpha und RPS6

Im Folgenden werden die untersuchten Proteine DDX1, EF1alpha und RPS6
gemeinsam besprochen, da alle drei im Rahmen der zellularen Translation durch
Interaktion mit Ribosomen beteiligt sind. Grundsatzlich erfolgt die Regulation der
Translation Uber Inhibition der Initiation oder Inhibition der Elongation (Gebauer
and Hentze, 2004). Wie bereits beschrieben, scheint FMRP einen Einfluss auf die
Regulation der Proteinsynthese zu besitzen, indem es inhibitorisch wirkt
(Laggerbauer et al., 2001). Inwiefern hier moglicherweise eine Interaktion mit
DDX1, EF1alpha und RPS6 erfolgt, wird im Folgenden erlautert.

DDX1 gehort zur Familie der DEAD-box Proteine (Godbout and Squire, 1993), die
nach ihrem konservierten Bereich Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-A-D) benannt sind
(Linder et al., 1989). DEAD-box Proteine sind RNA-Helikasen und in der Lage
Basenpaarungen in doppelstrangigen RNA-Abschnitten zu spalten (Tanner and
Linder, 2001). DDX1 bindet poly A-RNA und ist somit vermutlich an der 3
Prozessierung von pre-mRNA beteiligt (Chen et al., 2002). Als Bestandteil von
zellularen RNA-Granula-Komplexen ist es vermutlich in den
nukleozytoplasmatischen RNA-Transport involviert (Perez-Gonzalez et al., 2014).
DDX1 konnte in dieser Arbeit als spezifischer Interaktionspartner von FMRP

identifiziert werden. Die Interaktion erfolgt Uber eine Proteinbindung. In der
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Literatur wurde DDX1 u.a. in Komplexen mit DDX3 und in Co-Lokalisation mit
Ribosomen sowohl in Dendriten, als auch in Axonen gefunden (Miller et al., 2009).
Es ist vorstellbar, dass DDX1 sowohl eine nukledre als auch eine zytosolische
Funktion besitzt. Moglicherweise kommt es zwischen FMRP und DDX1 im
Rahmen der Translation an ribosomenbeinhaltenden Komplexen zu einer
Assoziation. Hierzu passend konnte in der vorliegenden Arbeit eine Co-
Lokalisation von FMRP und DDX1 im Zytosol nachgewiesen werden. Unabhangig
davon wurde DDX1 auch im Zellkern detektiert.

EF1alpha ist ein GTP-abhangiger Elongationsfaktor. Er hat eine katalytische
Funktion, bindet aminoacyl-tRNAs und vermittelt eine Assoziation der tRNA mit
der A-Position der Ribosomen. Somit ist er essentiell fir die Elongation der
Proteinsynthese (Miller and Weissbach, 1977). Ribosomen bestehen aus rRNA
und ribosomalen Proteinen und setzen sich aus einer grof3en und einer kleinen
Untereinheit zusammen (Klinge et al., 2012, Wilson and Doudna Cate, 2012). Das
ribosomale Protein S6 (RPS6) ist Teil der 40S-Untereinheit in Ribosomen
(Robledo et al., 2008). Ruvinsky et al. (Ruvinsky et al., 2005) konnte zeigen, dass
RPS6 vermutlich eine Funktion im Bereich von Zellwachstum und Proliferation,
sowie einen Einfluss auf die generelle Proteinbiosynthese hat. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl EF1alpha, als auch RPS6 spezifisch
an FMRP binden. Beide zeigten eine Interaktion Uber eine Proteinbindung und
interagierten auch mit FMRP-1304N. Das vorliegende Ergebnis stutzt die bereits in
der Literatur vermutete Interaktion von FMRP mit EF1alpha, wobei FMRP
vermutlich einen Einfluss auf die Syntheserate des zellularen EF1alpha besitzt
und auch hier als negativer Regulator wirkt: In Abwesenheit von FMRP kommt es
zu einer erhdhten Konzentration von EF1alpha, wahrend die Zahl der zugehorigen
MRNAs konstant bleibt (Sung et al., 2003). Diese Beobachtung sowie die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass FMRP insbesondere
in der Translationsregulation eine grof3e Rolle spielt, und in diesem Rahmen mit
EF1alpha und RPS6 interagiert. Ein weiteres Indiz flr eine Interaktion von FMRP
mit EF1alpha und RPS6 zeigt sich in der Co-Lokalisation von FMRP und
EF1alpha im Zytosol mit Aussparung der Dendriten, sowie mit RSP6 in
perinuklearen Granula, passend zur zellularen Lokalisation der Proteinsynthese an

den Ribosomen. RPS6 war zusatzlich ebenfalls verstarkt im Nucleus in granularen
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Verdichtungen nachweisbar, vermutlich ist dies das Korrelat fur die Nucleoli als
Bildungsort der Ribosomen.

Zusammengefasst bestarken die in dieser Arbeit beobachteten Ergebnisse einer
Interaktion von FMRP mit DDX1, EF1alpha und RPS6 die Hypothese, dass die

Funktion von FMRP in der Translationsregulation zu liegen scheint.

Proteine ohne Interaktion mit FMRP

hnRNP-H, hnRNP M1-M4, PCBP1 und PCBP2

hnRNP-H und hnRNP-M1-M4 zeigen in der vorliegenden Arbeit keine spezifische
Interaktion mit FMRP. Eine Interaktion mit FMRP ist aber dennoch madglich, da der
Proteinnachweis in der Kontrollfraktion deutlich schwacher ausgepragt ist als bei
der Wildtyp- und der Mutationsfraktion. Um dies zu klaren, missten weitere Tests
z.B. mit einem anderen Fusionsprotein, das kein EGFP enthalt, und einer anderen
Affinitatsmatrix erfolgen. Es konnte beispielsweise auch die Immunprazipitation
des endogenen FMRP zur Klarung beitragen. Die eigenen Ergebnisse deuten
somit nicht auf eine Assoziation von hnRNP und FMRP hin. Auch in der
subzellularen Lokalisation von hnRNP-H, -M1-M4 und FMRP zeigte sich keine Co-
Lokalisation.

Bei den Proteinen PCBP1 und PCBP2 konnte in der Proteindetektion nach
Western Blot kein Protein detektiert werden. Somit wurde keine Interaktion von
PCBP1 und 2 mit FMRP gefunden. Fur weitere Versuche sind diese Proteine also

von untergeordnetem Interesse.

Fazit

Der Nachweis einer Interaktion zwischen FMRP und Proteinen, die am Transport
von mRNA aus dem Nucleus ins Zytoplasma und an unmittelbaren Vorgangen der
Translation beteiligt sind, unterstutzt das bereits beschriebene Modell von Bagni
und Greenough (Bagni and Greenough, 2005), dass eine Interaktion zwischen

FMRP und mRNAs bereits im Zellkern erfolgt, gefolgt von einem Export ins
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Zytoplasma als Teil eines RNP-Komplexes. In Assoziation mit Ribosomen findet
dann die Translation statt (Bagni and Greenough, 2005). Die Ergebnisse dieser
Arbeit lassen sich somit gut in die in der Literatur bereits beschriebenen
Ergebnisse einordnen. FMRP scheint eine wichtige Rolle im RNA-Stoffwechsel
der Zelle zu spielen. Daruber hinaus konnte diese Arbeit zeigen, dass FMRP
vermutlich zusatzlich Einfluss auf die Transkription ausubt, moglicherweise Uber
eine Interaktion mit PRKDC und ILF3.

Die vorliegende Arbeit kann als Grundlage fur weitere Forschung dienen. Die als
spezifisch ermittelten Interaktionspartner kbnnen weiter gezielt untersucht werden.
Mdgliche Ansatze flur weitere Untersuchungen kénnen sein:

1. Interessant ware ein Proteinnachweis mittels Western Blot mit Zellextrakten, die
getrennt aus Nucleus und Zytoplasma gewonnen wurden. So ware es eventuell
moglich, den subzellularen Ort der Interaktion mit FMRP weiter einzugrenzen.

2. Des Weiteren ware es interessant, die Art und Dauer der Bindung mit FMRP
weiter zu charakterisieren. Ist diese nur kurzzeitig wie bei dem Protein NONO
angenommen und nur fur einen bestimmten Schritt im Rahmen der Translation
oder erfolgt die Bindung dauerhaft? Und liegt eine direkte Bindung der
untersuchten Proteine mit FMRP vor, oder gibt es Mediatorproteine/RNAs oder
Protein/RNA-Gruppen, wie z.B. die Ribosomen, in deren Kontext eine Interaktion
stattfindet?

3. Weitere Untersuchungen im Hinblick auf eine Transkriptionsregulation von
FMRP.

Die in dieser Arbeit beschriebene Technik der Ermittlung putativer
Interaktionspartner und der Nachweis einer Interaktion mit FMRP sind technisch
gut durchfuhrbar und zur Losung der gewahlten Fragestellung nutzlich. Es konnte
gut zwischen tatsachlichen Interaktionspartnern (DDX1, EF1alpha, NONO,
PRKDC, RPS6 und ILF3-110kDa) und Proteinen ohne Interaktion (ILF3-90kDa,
hnRNP-H und -M, PCBP1 und PCBP2) unterschieden werden. Die ermittelten
Interaktionspartner zeigten jedoch keinen Unterschied im Interaktionsmuster mit
FMRP und FMRP-I304N. Die Untersuchungen liefern somit keinen Hinweis auf

den molekularen Mechanismus der Pathologie des Fragilen X Syndroms.
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5 Zusammenfassung

Das Fragile X Syndrom ist eine der haufigsten Ursachen fur genetisch bedingte
intellektuelle Beeintrachtigung. Es handelt sich um eine
Trinukleotidexpansionserkrankung, die in einem Ausfall des betroffenen Gens
FMR1 resultiert. Das Genprodukt FMRP wird in den betroffenen Individuen nicht
gebildet. Es zeigt sich interindividuell ein sehr variabler Symptomenkomplex mit
somatischen Auffalligkeiten, kognitiven Beeintrachtigungen und
Verhaltensauffalligkeiten. Auch bei einer einzelnen Punktmutation im FMR1-Gen,
die zu einem Aminosaureaustauch an Position 304 des Proteins (FMRP-I304N)
fuhrt, zeigt sich das klinische Bild des Fragilen X Syndroms. Das Protein FMRP
wird in diesem Fall exprimiert, allerdings in veranderter Form. Es wird vermutet,
dass FMRP in den subzellularen Transport, die Stabilitdt und die Translation von
neuronalen mRNAs involviert ist. Inwiefern der Ausfall von FMRP zur Symptomatik
des Fragilen X Syndroms fuhrt, ist Ziel zahlreicher Forschungsarbeiten und konnte
bisher nicht abschlieRend geklart werden. Auch fehlen bisher erfolgreiche
therapeutische Optionen. Um ein besseres Verstandnis bezlglich der molekularen
Wirkweise von FMRP zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit nach
Interaktionspartnern von FMRP und seiner veranderten Proteinvariante FMRP-
I304N gesucht. Hierfur wurden Fusionsproteine in HEK 293-Zellen generiert, die
mittels Affinitatschromatographie isoliert wurden. Im Western Blot konnte ihr
Interaktionsmuster, sowie die Art der Bindung mit FMRP verifiziert werden. Die
Proteine PRKDC, NONO, ILF3 (110kDa-Isoform), DDX1, EF1alpha und RPS6
konnten als Interaktionspartner identifiziert werden. Keines der untersuchten
Proteine zeigt gegenuber der Proteinvariante FMRP-I304N ein verandertes
Bindungsmuster. Die Untersuchungen liefern somit keinen Hinweis auf den
molekularen Pathomechanismus der Erkrankung. Die Analyse der bisher
bekannten Funktionen der Interaktionspartner unterstitzt die Vermutung einer
wichtigen Funktion von FMRP im RNA-Metabolismus von Neuronen. Zusatzlich
konnte die Moglichkeit einer Regulation der Transkription Uber PRKDC und ILF3
formuliert werden. Zur Detektion des genauen subzellularen Interaktionsortes
zwischen FMRP und seinen Interaktionspartnern erfolgte die

immunzytochemische Farbung von embryonalen Hippokampusneuronen der
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Ratte. Es zeigten sich Co-Lokalisationen im Zytoplasma des Zellkorpers, in den
Dendriten und im Zellkern. Es ist also von einer ubiquitaren Funktion von FMRP in

allen neuronalen Zellkompartimenten auszugehen.

Abstract

The Fragile X Syndrome is one of the most common inherited forms of intellectual
disability. It is caused by a trinucleotide repeat expansion and results in the
functional loss of the FMR1 gene. Thus, the gene product FMRP is not
synthesized. Affected individuals present with a variable range of symptoms,
including different somatic abnormalities, cognitive impairment and behavioural
disorder. Interestingly, a single point mutation in the FMR1 gene that leads to an
amino acid change in position 304 of the protein (FMRP-I304N) also causes
Fragile X Syndrome, indicating that the modified gene product is functionally
impaired. It is assumed that FMRP plays a role in the subcellular transport,
stability and translation of neuronal mRNAs. However, it is still unclear why the
functional loss of FMRP results in the specific symptoms of Fragile X Syndrome.
Furthermore, effective treatment for patients suffering from the Fragile X
Syndrome is not yet available. This study identifies protein interaction partners of
FMRP to better understand its molecular function. Therefore, FMRP and FMRP-
I304N fusion proteins were generated in HEK 293 cells and isolated by affinity
chromatography. Individual protein interaction patterns and binding modes were
analysed via Western blotting. The proteins PRKDC, NONO, ILF3 (110kDa-
isoform), DDX1, EF1alpha and RPS6 were identified as FMRP associated
proteins, which also efficiently bind to FMRP-1304N, thus not providing a hint
regarding the molecular pathomechanism of the illness. Reported functions of the
identified interaction partners suggest that FMRP plays an important role in RNA
metabolism in neurons. Embryonic hippocampal rat neurons were utilized to
determine the subcellular distribution of putative interaction partners via
immunocytochemistry. For individual proteins, a co-localisation with FMRP was
shown in the cytoplasm of the cell body, in dendrites and in nucleus, respectively.
Therefore, it can be assumed that FMRP is involved in distinct steps of RNA

metabolism proceeding in different cell compartments, such as transcription/pre-
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MRNA processing (nucleus) and mRNA translation and stability (cytosol),

respectively.
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6 Abkurzungsverzeichnis

AG
AMPA
bp
bzw.

T
CYFIP
DAPI
DBHS
ddH20
DDX1/5/17
DEAD

DMEM
DNA
EDTA
EF1alpha
EGFP
elF4E
FBS
FMRA1
FMRP
FXRP1/2
GABA

g
HEK

hnRNP -H/-M

HRP
I
ILF3
1Q
kb

Arbeitsgruppe

Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-Propionsaure

Basenpaar

beziehungsweise

Grad Celsius

cytoplasmic FMRP-interacting protein 1

4' 6-Diamidin-2-phenylindol

Drosophila behavior/human splicing

doppelt destilliertes Wasser

DEAD box protein 1/5/17

Aminosauresequenz D-E-A-D (Asparaginsaure-
Glutaminsaure-Alanin- Asparaginsaure)
Dulbecco’s modified eagle medium
desoxyribonucleic acid
Ethylendiamintetraessigsaure

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha
enhanced green fluorescent protein

eukaryotic translation initiation factor 4E

fetal bovine serum

fragile X linked mental retardation type 1
fragile X mental retardation protein

fragile X related protein 1/2
gamma-aminobutyric acid
Erdschwerebeschleunigung

human embryonic kidney cells

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein- H/-M
horseradish peroxidase

Isoleucin

interleucin enhancer binding factor 3
Intelligenzquotient

Kilobase
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kDa
KH
LB
LTD
LTP
mA

mM
mm

ml
MAP2
mGIuR
min
MMP9
MmRNA
mRNP
i

Mg

NES
NLS
nm
NONO
NUFIP
PAGE
PBS
PBS-T
pH

PMSF
RGG
RNA
RNAse

Kilodalton

hnRNP-K homology

lysogeny broth

long-term depression

long-term potentiation
Miliampere

Molar, Mol/Liter

Milimolar

Milimeter

Mililiter

microtubule associated protein 2
metabotropic glutamate receptor
Minute

matrix metalloproteinase 9
messenger ribonucleic acid
messenger ribonucleoprotein
Mikroliter

Mikrogramm

Asparagin

nuclear export signal

nuclear localization signal
Nanometer

non-POU domain containing, octamer-binding protein
nuclear FMRP-interacting protein
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline
phosphat buffered saline mit Tween
negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration der
Wasserstoff-lonen
Phenylmethylsulfonylfluorid
Arginin-Glycin-Glycin repeats
riconucleic acid

Ribonuklease
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RNP
rpm
RPS6
rRNA
PCBP1/2
PRKDC
SDS
TD
TDRD3
tRNA
u.a.

uv

\%
XRCC6

z.B.

ribonucleoprotein

rounds per minute

40S ribosomal protein S6

ribosomal ribonucleic acid

poly(rC) binding protein 1/2

protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
Sodiumdodecylsulfat

tudor domain

tudor domain containing protein 3

transfer ribonucleic acid

unter anderem

ultraviolett

Volt

X-ray repair complementing defective repair in chinese
hamster cells 6

zum Beispiel
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